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Prefacio a la quinta edicion 


A ntes de comenzar a trabajar en la primera edicion de 
este texto, elabore varios lineamientos basicos para el 
tipo de libro que planeaba escribir. 

• Deseaba un texto adecuado para un curso introductorio de 
biologia celular y molecular que pudiera cubrirse en un 
semestre o uno o dos trimestres. Resolvi elaborar un texto de 
unas 800 paginas que no abrumara o desalentara a los estu- 
diantes de este nivel. 

• Deseaba un libro basado en conceptos fundamentales, como 
la relacion entre estructura y funcion moleculares, el caracter 
dinamico de los organelos celulares, el uso de energia quimi- 
ca para llevar a cabo las actividades celulares y asegurar la 
biosintesis macromolecular precisa, la unidad y diversidad a 
los niveles macromolecular y celular, y los mecanismos que 
regulan las actividades celulares. 

• Pretendia un volumen que se basara en la conducta experi¬ 
mental. La biologia celular y molecular es una ciencia experi¬ 
mental y, al igual que la mayoria de los instructores, pense 
que los estudiantes debian adquirir cierta information sobre 
la manera en que obtenemos el conocimiento. Con esta idea 
en mente, decidi abordar la naturaleza experimental de este 
tema en dos formas. A medida que escribi cada capitulo, 
inclui suficientes pruebas experimentales para justificar 
muchas de las conclusiones que se han inferido. En el trans- 
curso de la elaboration del texto describi las caracteristicas 
sobresalientes de las tecnicas experimentales y las metodolo- 
gias de investigation fundamentales. Por ejemplo, los capitu- 
los 8 y 9 incluyen secciones de introduction sobre tecnicas 
que han resultado muy importantes en el analisis de las cito- 
membranas y el citoesqueleto, respectivamente. Inclui en el 
cuerpo de los capitulos comentarios breves sobre experimen- 
tos seleccionados de gran importancia para reforzar la base 
experimental de nuestros conocimientos. Comente los aspec- 
tos mas detallados de las metodologias en el capitulo final 
porque: a) no deseaba interrumpir el flujo del comentario de 
un tema con una section tangential extensa sobre tecnologia 
y b) me di cuenta que los diferentes instructores prefieren 
comentar una tecnologia particular en relacion con diferentes 
temas. 

Para los estudiantes e instructores que desearan conocer 
la metodologia experimental con mayor profundidad, inclui 
la section Vias experimentales al final de cada capitulo. Cada 
uno de estos recuadros describe algunos de los hallazgos 
experimentales clave que condujeron a la comprension actual 
de un tema particular cuya importancia es relevante para el 
capitulo en cuestion. Debido a que su objetivo es limitado, 
puede considerarse con cierto detalle el diseno de los experi- 
mentos. Las figuras y los cuadros que se proporcionan en 
estas secciones son con frecuencia los que se publicaron en el 
articulo de investigation original, lo cual brinda al lector la 
oportunidad de examinar los datos originales y reconocer que 
su analisis no va mas alia de su significado. Las Vias experi¬ 
mentales ilustran asimismo la naturaleza gradual del descu- 


brimiento cientifico y muestran como el resultado de un 
estudio genera preguntas que proporcionan la base para estu- 
dios subsecuentes. 

• Deseaba un texto interesante y fluido. Con el fin de que el 
libro fuera mas relevante para los estudiantes que todavia no 
concluyen sus cursos, en particular para los medicos aun sin 
graduarse, inclui Perspectiva humana. Estas secciones mues¬ 
tran que, casi sin exception, todos los trastornos humanos 
pueden seguirse hasta la alteration de las actividades celula¬ 
res y moleculares. Mas aun, evidencian la relevancia de la 
investigation basica como la via para comprender y, final- 
mente, tratar la mayoria de los trastornos. Por ejemplo, en el 
capitulo 11, Perspectiva humana describe como los siRNA 
pequenos y sinteticos pueden ser una herramienta nueva y 
valiosa en la terapeutica del cancer y enfermedades virales, 
incluido el sida. En el mismo capitulo, el lector conocera 
como se descubrio la action de estos RNA en estudios de 
nematodos. Resulta obvio que nunca es posible predecir la 
importancia practica de la investigation basica en biologia 
celular y molecular. Asimismo, durante todo el texto intente 
incluir information relevante sobre biologia humana y apli- 
caciones clinicas. 

• Deseaba un programa de ilustraciones de alta calidad que 
llevara a los estudiantes a visualizar procesos celulares y 
moleculares complejos. Para satisfacer este objetivo, muchas 
de las figuras se “escalonaron” de tal manera que la informa¬ 
tion pudiera descomponerse con mayor facilidad en partes 
manejables. En las figuras o el texto correspondiente se des- 
criben los acontecimientos que ocurren en cada paso. Asi¬ 
mismo, busque incluir un gran numero de micrografias de tal 
modo que los estudiantes pudieran ver las representaciones 
actuales de la mayor parte de los temas que se discuten. Entre 
las ilustraciones se incluyen muchas micrografias de fluores- 
cencia para mostrar las propiedades dinamicas de las celulas 
o proporcionar un medio para localizar una proteina o una 
secuencia de acido nucleico especifica. Siempre que fue posi¬ 
ble, intente relacionar los dibujos de linea con las microgra¬ 
fias para ayudar a los estudiantes a comparar versiones 
esquematizadas y reales de una estructura. 

Los cambios mas importantes en la quinta edicion pueden 
delinearse como sigue: 

• El ciimulo de information sobre biologia celular y molecular 
cambia de manera constante, lo que representa buena parte 
del entusiasmo que sentimos por nuestro campo de estudio. 
Aunque solo han transcurrido algunos anos desde la publica¬ 
tion de la cuarta edicion, se han modificado en mayor o 
menor grado casi todos los comentarios en el texto. Esto se 
llevo a cabo sin incrementar el volumen de los capitulos. 

• Se reviso cada ilustracion de la cuarta edicion, y varias de las 
que se utilizaron de nueva cuenta en la quinta edicion se 
modificaron en cierto grado. Muchos de los dibujos de la 
cuarta edicion se suprimieron a fin de disponer de mas espa- 
cio para otros nuevos. Los instructores han mostrado una 
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Para el estudiante 

E n la epoca en que inicie la licenciatura, la biologia figura- 
ba en una lista de posibles materias relevantes. Me ins- 
cribi en un curso de antropologia fisica para satisfacer el 
requerimiento academico por el camino mas facil posible. 
Durante ese curso conod por primera vez los cromosomas, la 
mitosis y la recombination genetica y quede fascinado por las 
intrincadas actividades que podian llevarse a cabo en el contorno 
tan pequeno del espacio celular. El semestre siguiente curse una 
introduction a la biologia y comence a considerar con seriedad 
convertirme en un biologo celular. Lo estoy abmmando con 
estas trivialidades personales a fin de que comprenda por que 
escribi este libro y advertirle sobre las posibles repercusiones. 

Aunque han transcurrido muchos anos, todavia encuentro 
la biologia celular como el tema mas fascinante de explorar y aun 
paso el dia leyendo sobre los ultimos hallazgos realizados por 
colegas de la especialidad. Por estas razones, escribir un texto 
sobre biologia celular representa para mi una razon y una opor- 
tunidad para mantenerme al tanto de lo que sucede en todo el 
campo. Mi objetivo principal al escribir este texto es ayudar a 
crear en los estudiantes una apreciacion de las actividades en las 
que intervienen las moleculas gigantes y las estructuras minus- 
culas que habitan el mundo celular de la vida. Otro objetivo es 
proporcionar al lector una information sobre los tipos de pre- 
guntas que formulan los biologos celulares y moleculares y las 
conductas experimentales que utilizan para ballar respuestas. A 
medida que lea el texto, piense como investigador, considere la 
prueba que se presenta, imagine explicaciones alternativas, pla- 
nee experimentos que conduzcan a nuevas hipotesis. 

Podria comenzar con una de las diversas micrografias elec- 
tronicas que llenan las paginas de este texto. Para tomar esta 
fotografia, imaginese sentado en una habitation pequena, oscura 
como la boca de un lobo, enfrente de un gran instrumento meta- 
lico cuya columna se eleva varios metros sobre su cabeza. Observa 
a traves de binoculares en una pantalla verde brillante y vivida. 
Las partes de la celula que examina aparecen oscuras e incoloras 
contra el fondo verde brillante. Son oscuras porque se tineron 
con atomos de metales pesados que desvian una fraction de los 
electrones dentro de un haz que se enfoca en la pantalla de 
observation mediante grandes lentes electromagneticas en la 
pared de la columna. Los electrones que chocan con la pantalla 
se aceleran a traves del espacio evacuado de la columna por una 
fuerza de decenas de miles de voltios. Una de sus manos puede 
tomar quiza la perilla que controla la potencia de amplification 
de las lentes. Un giro simple de esta perilla puede cambiar la 
imagen, de un campo completo de celulas a una parte muy 
pequena de ellas, como los ribosomas o una portion diminuta de 
una membrana aislada. Al girar otras perillas pueden observarse 
diferentes areas del especimen al pasar por la pantalla, lo que 
proporciona la sensation de conducir dentro de una celula. Una 
vez que se encuentra una estructura de interes, puede girarse la 
manivela que aparta la pantalla fuera de la vista, lo que hace 
posible que el haz de electrones golpee una pieza de la placa y 
produzca una imagen fotografica del especimen. 

Debido a que el estudio de la funcion celular requiere el 
empleo de una instrumentation compleja, como el microscopio 


electronico antes descrito, el investigador se aparta fisicamente 
del tema que estudia. En mas de un sentido, las celulas son como 
pequenas cajas negras. Hemos desarrollado muchas formas para 
investigar las cajas, pero siempre andamos a tientas en un area 
que no es posible iluminar del todo. Se realiza un descubrimiento 
o se desarrolla una nueva tecnica y penetra un nuevo haz de luz 
pequeno en la caja. Con un trabajo mas profundo, se amplia la 
comprension de la estructura o el proceso, pero siempre quedan 
preguntas adicionales. Se crean construcciones mas completas y 
complejas, pero nunca podemos estar seguros de cuanto se 
aproximan las imagenes a la realidad. A este respecto, el estudio 
de la biologia celular y molecular puede compararse con el estu¬ 
dio del elefante que llevan a cabo seis hombres ciegos en una 
antigua fabula india. Los seis viajan hacia un palacio cercano para 
conocer la naturaleza de los elefantes. Cuando llegan, cada uno se 
acerca al elefante y comienza a tocarlo. El primer hombre toca un 
costado del animal y concluye que un elefante es tan liso como 
una pared. El segundo toca el tronco y deduce que un elefante es 
cilindrico como una serpiente. Los demas tocan el colmillo, la 
pierna, la oreja y la cola y cada uno se forma una impresion del 
animal a partir de sus experiencias personales limitadas. Los bio¬ 
logos celulares estan limitados en una forma similar cuando apli- 
can una tecnica o un metodo experimental particulares, aunque 
cada nueva pieza de information se anade a un cuerpo de cono- 
cimientos preexistentes para delinear un concepto mejor de la 
actividad bajo estudio, el cuadro total no deja de ser incierto. 

Antes de concluir estos comentarios introductorios, permi- 
tame tomarme la libertad de ofrecer al lector cierto consejo: no 
acepte como cierto todo lo que lea. Existen varias razones para 
recomendar tal escepticismo. Sin duda alguna, hay errores en el 
texto que reflejan la ignorancia e interpretation erronea del autor 
sobre ciertos aspectos de la bibliografia cientifica. Pero todavia 
mas importante es considerar la naturaleza de la investigation 
biologica. La biologia es una ciencia empirica; nada se ha com- 
probado alguna vez. Reunimos datos sobre un organelo particu¬ 
lar de la celula, una reaction metabolica, el movimiento 
intracelular, etc., y hacemos cierto tipo de conclusiones. Algunas 
de ellas se apoyan en una prueba mas solida que otra. Incluso si 
existe un consenso sobre los “hechos” en cuanto a un fenomeno 
particular, con frecuencia se perfilan varias interpretaciones de los 
datos. Se plantean hipotesis y casi siempre estimulan una investi¬ 
gation mas amplia, lo que lleva a una revaloracion de la propues- 
ta original. Casi todas las hipotesis que mantienen su validez se 
someten a cierta evolution y, cuando se presentan en el texto, no 
deben considerarse absolutamente correctas o incorrectas. 

La biologia celular es un campo que se mueve con rapidez 
y algunas de las mejores hipotesis suscitan en ocasiones una gran 
controversia. Aunque es un texto en el que se espera encontrar 
material bien estudiado, hay muchas partes en las que se presen¬ 
tan ideas nuevas, que a menudo se describen como modelos. Se 
han incluido estos modelos porque transmiten el pensamiento 
actual en el campo, incluso si se trata de modelos hipoteticos. 
Mas aun, refuerzan la idea de que los biologos celulares operan 
en la frontera de la ciencia, un area entre lo desconocido y lo 
conocido (o que se cree conocido). Permanezca esceptico. 
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Introduccion al estudio 

de la biologia celular y molecular 


1.1 El descubrimiento de las celulas 

1.2 Propiedades basicas de las celulas 

1.3 Dos clases de celulas 
fundamentalmente diferentes 

1.4 Virus 

perspectiva humana: La posibilidad 
de una terapia de reemplazo celular 

v(as experimentales: El origen 
de las celulas eucariotas 


L as celulas y sus estructuras son demasiado pequenas para observarlas, escucharlas 
o tocarlas de manera directa. A pesar de esta enorme dificultad, las celulas son el 
tema de miles de publicaciones cada ano y casi sin exception cada aspecto de su 
minuscula estructura se encuentra bajo investigation. De muchas maneras, el estudio de 
la biologia celular y molecular permanece como tributo a la curiosidad humana por inves- 
tigar, descubrir, y a la inteligencia humana creativa para disenar instrumentos complejos 
asi como tecnicas elaboradas gracias a las cuales se puedan realizar tales descubrimientos. 
Esto no implica que los biologos celulares tengan el monopolio de estos nobles rasgos. En 
un extremo del espectro cientifico, los astronomos buscan en los limites del universo agu- 
jeros negros y cuasares, cuyas propiedades parecen inimaginables cuando se comparan con 
las que existen en la Tierra. En el otro extremo, los fisicos nucleares enfocan su atencion 
en particulas de dimensiones subatomicas que tambien poseen propiedades inconcebibles. 
Desde luego, el universo posee mundos dentro de otros mundos; todos estos aspectos hacen 
fascinante su estudio. 

Como se advierte a traves de todo el libro, la biologia celular y molecular es reduc- 
cionista, esto es, se basa en el razonamiento de que el conocimiento de las partes puede 


Un ejemplo de lafuncion de la innovation tecnologica en elcampo de la biologia celular. Esta micrografta de luz 
muestra una celula colocada sobre una “superficie" de postes sinteticos. Los pastes flexibles sirven como sensores 
para medir la fuerza mecdnica ejercidapor la celula. Los elementos tenidos de rojo son haces de filamentos de 
actina intracelulares que generan fuerzas cuando existe movilidad celular. Cuando la celula se mueve deforma 
los postes a los cuales esta uniday ello haceposible cuantificar la tension que experimenta. Elnucleo dela celula 
esta tenido de verde. (Tomada de J. L. Tan, et al., Proc Nat’l Acad Sci USA 100(4), 2003; Cortesi'a 
de Christopher S. Chen, The Johns Hopkins University.) 
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explicar el caracter del todo. Visto de esta forma, la position res- 
pecto de las maravillas y misterios de la vida puede reemplazarse 
por la necesidad de explicar todo en terminos de los trabajos de 
la “maquinaria” de los sistemas vivientes. En la medida en que 
esto ocurra, se espera que dicha perdida pueda sustituirse por 
una apreciacion no menos importante de la belleza y compleji- 
dad de los mecanismos que encierra la actividad celular. • 

1.1 EL DESCUBRIMIENTO DE LAS CELULAS _ 

Debido a su tamano pequeno, las celulas solo pueden 
observarse con la ayuda de un microscopio, un instrumento que 
aumenta la imagen de un objeto diminuto. No se sabe cuando 
los seres humanos descubrieron la capacidad de una superficie 
curva de vidrio para desviar la luz y formar imagenes. Los pri- 
meros espejuelos se produjeron en Europa en el siglo xm y los 
primeros microscopios opticos compuestos (de dos lentes) se 
construyeron a finales del siglo xvi. A mediados del siglo xvn, 
muchos cientificos pioneros utilizaron sus microscopios caseros 
para descubrir un mundo que nunca se habia revelado a simple 
vista. El descubrimiento de las celulas (fig. 1-1 a) se acredita por 
lo general a Robert Hooke, un microscopista ingles que a la edad 
de 27 anos le fue concedida la position de curador de la Royal 
Society of London, la primera academia cientifica de Inglaterra. 
Una de las muchas preguntas que Hooke intento resolver fue 
por que los tapones de corcho (parte de la corteza de los arboles) 
eran tan adecuados para contener el aire en una botella. En 1665 
escribio lo siguiente: “tome un buen pedazo de corcho limpio 
y con un cuchillo tan afilado como una navaja de afeitar corte 
un pedazo y... entonces lo examine con un microscopio y percibi 
que tenia una apariencia porosa... muy semejante a un panal de 
abejas”. Hooke llamo a los poros celulas debido a que se aseme- 
jaban a las celdas habitadas por los monjes de un monasterio. En 
la actualidad se sabe que Hooke observo las paredes celulares 
vacias que corresponden al tejido vegetal muerto, es decir, pare¬ 
des que en su origen elaboraron las celulas vivas circundantes. 

Mientras tanto, Anton van Leeuwenhoek, un holandes 
que se ganaba la vida con la venta de ropa y botones, dedicaba 
su tiempo fibre a tallar lentes y construir microscopios de gran 
calidad (fig. 1-1 b). Durante 50 anos, Leeuwenhoek envio cartas 
a la Royal Society of London en las que describio sus observatio¬ 
ns microscopicas, junto con una description incoherente de sus 
habitos diarios y su estado de salud. Leeuwenhoek fue el prime- 
ro en examinar una gota de agua estancada bajo el microscopio 
y para su asombro observo gran cantidad de “animaliculos” en el 
campo del microscopio que iban y venian ante sus ojos.Tambien 
fue el primero en describir diferentes formas de bacterias pre- 
sentes en el agua resultante de remojar pimienta y en el material 
del raspado de sus dientes. Sus cartas iniciales remitidas a la 
Royal Society, en las que describe este mundo todavia no descu- 
bierto, se tomaron con tal escepticismo que la sociedad mando 
a su curador Robert Hooke para confirmar las observations. 
Hooke hizo lo indicado y Leeuwenhoek se convirtio de inme- 
diato en una celebridad mundial y recibio visitas en Holanda de 
Pedro el Grande de Rusia y la reina de Inglaterra. 

No fue sino hasta la decada de 1830 que se difundio la 
importancia de las celulas. En 1838, Matthias Schleiden, un 
abogado aleman que se convirtio en botanico, concluyo que a 
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FIGURA 1-1 El descubrimiento de las celulas. a) Uno de los microscopios 
compuestos (con doble lente) mas vistosos de Robert Hooke. Inserto, dibu- 
jo realizado por Hooke de un corte delgado de corcho que muestra una 
red de “celulas” parecida a un panal de abejas. b ) Microscopio de una sola 
lente usado por Anton van Leeuwenhoek para observar bacterias y otros 
microorganismos. Las lentes biconvexas, capaces de aumentar el tamano de 
un objeto en cerca de 270 veces y proveer una resolucion cercana a 1.35 pm, 
estaban sostenidas entre dos placas metalicas. (Tomada deThe Granger 
Collection; inserto y figura 1-15, tomados de Corbis Bettmann.) 


pesar de la diferencia en la estructura de varios tejidos, las plantas 
estaban hechas de celulas y que el embrion de la planta proviene 
de una sola celula. En 1839,Theodor Schwann, un zoologo ale- 
man y colega de Schleiden, publico un informe detallado sobre 
las bases celulares del mundo animal. Schwann concluyo que las 
celulas de plantas y animales son estructuras similares y propuso 
estos dos principios de la teorfa celular: 

• Todos los organismos estan compuestos de una o mas celu¬ 
las. 

• La celula es la unidad estructural de la vida. 







1.2 PROPIEDADES BASICAS DE LAS CELULAS 3 


Las ideas de Schleiden y Schwann sobre el origen de las 
celulas son menos profundas; ambos estan de acuerdo en que 
estas podrian originarse de materiales acelulares. Dada la 
importancia que tuvieron estos dos investigadores en el mundo 
cientifico, fue necesario que pasaran muchos anos para que las 
observaciones de otros biologos, respecto de que las celulas no 
se forman por generation espontanea, se aceptaran. Para 1855, 
el patologo aleman Rudolf Virchow habia formulado un argu- 
mento convincente para el tercer postulado de la teoria celular: 

• Las celulas solo pueden originarse por division de una celula 
preexistente. 

1.2 PROPIEDADES BASICAS DE LAS CELULAS 

Las celulas, asi como las plantas y los animales, tienen 
vida. En realidad, la vida es la propiedad basica de las celulas y 
estas son las unidades mas pequenas que poseen tal naturaleza. 
A diferencia de las partes de una celula, las cuales se deterioran 
si se encuentran aisladas, las celulas completas pueden obtenerse 
de una planta o animal y cultivarse en un laboratorio donde se 
multiplican y crecen durante periodos largos. Si no se las trata 
de modo adecuado pueden morir. La muerte puede considerarse 
una de las propiedades basicas de la vida porque solo una enti- 
dad viva enfrenta esta perspectiva. Resulta importante senalar 
que las celulas dentro del cuerpo mueren casi siempre “por su 
propia mano”, es decir, son victimas de un programa interno por 
el cual las celulas innecesarias o aquellas que tienen el riesgo de 
tornarse malignas se eliminan a si mismas. 

En 1951, George Gey de la Johns Hopkins University rea- 
lizo el primer cultivo de celulas humanas. Las celulas se obtu- 
vieron de un tumor maligno que provenia de Henrietta Lacks y, 
por lo tanto, se denominaron celulas HeLa. Las celulas HeLa, 
descendientes por division celular de esta primera muestra de 
celulas, continuan creciendo en la actualidad en diferentes labo¬ 
ratories del mundo (fig. 1-2). Como estas celulas son mas faciles 
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FIGURA 1-2 Las celulas HeLa, como las que se muestran, fueron las pri- 
meras celulas humanas mantenidas en cultivo por largos periodos y aun se 
utilizan. A diferencia de las celulas normales que en cultivo tienen un tiem- 
po de vida finito, las celulas HeLa cancerosas pueden cultivarse de forma 
indefinida si las condiciones son favorables para mantener el crecimiento y 
division celulares. Esta micrografia electronica de barrido (seccion 18.1) se 
colored para resaltar el contraste. (Keith Porter/Photo Researchers.) 


de estudiar que las que se hallan dentro del cuerpo, las celulas 
crecidas in vitro (p. ej., en un cultivo fuera del organismo) se 
han convertido en una herramienta esencial para los biologos 
celulares y moleculares. De hecho, mucha de la information que 
se discute en este libro se obtuvo de celulas crecidas en cultivos 
de laboratorio. 

La micrografia mostrada en la figura 1-2 se tomo con un 
microscopio de alto poder llamado microscopio electronico de 
barrido, que permite a los investigadores examinar los detalles 
de la superficie de las celulas. Como se analiza en el capitulo 18, 
los microscopios electronicos emplean un haz enfocado de elec- 
trones que provee una imagen muy detallada de la celula y sus 
partes. Otro tipo de microscopio electronico, el microscopio elec¬ 
tronico de transmision, se usa para revelar con detalle la estructura 
interna de las celulas (como en la figura 1-10). Las micrografias 
del microscopio electronico de transmision tomadas a principios 
de la decada de 1950 mostraron a los investigadores un primer 
vistazo de la intrincada estructura que permanece oculta en los 
limites de una pequena celula. 

La exploration de la celula comienza con el analisis de 
algunas de sus propiedades fundamentales. 

Las celulas son muy complejas y organizadas 

La complejidad es una propiedad que es evidente pero dificil de 
describir. En este momento es posible pensar sobre la compleji¬ 
dad en terminos de orden y consistencia. Cuanto mas compleja 
sea una estructura, mayor es el numero de partes que deben estar 
en el lugar adecuado, menor la tolerancia a errores en la natura¬ 
leza e interacciones de las partes y mayor la regulation o control 
que se debe ejercer para mantener el sistema. 

Las actividades celulares pueden ser extremadamente pre- 
cisas. Por ejemplo, la duplication del DNA (acido desoxirribo- 
nucleico) se realiza con una tasa de error inferior a un error por 
cada diez millones de nucleotidos incorporados, y la mayoria de 
tales errores se corrigen con rapidez por un intrincado mecanis- 
mo de reparation que reconoce el defecto. 

A lo largo de este libro se considera la complejidad de la 
vida en diferentes niveles. Se describen la organization de atomos 
dentro de moleculas pequenas, la disposition de estas molecu- 
las dentro de polimeros gigantes y el arreglo de moleculas poli- 
mericas en complejos, los cuales a su vez estan dispuestos den¬ 
tro de organelos subcelulares y al final en el interior de celulas. 
Como se observa, existe una gran consistencia en todos los 
niveles. Cada tipo celular posee una apariencia constante bajo el 
microscopio electronico; esto es, los organelos tienen una forma 
y localization particulares, en individuos de diferentes especies. 
De manera semejante, cada tipo de organelo muestra una com¬ 
position constante de macromoleculas que estan ordenadas en 
un patron predecible. Considerese a las celulas que se encuen¬ 
tran en el intestino y que se encargan de obtener los nutrimentos 
del tubo digestivo (fig. 1-3). 

Las celulas epiteliales que limitan el intestino estan unidas 
estrechamente y semejan los ladrillos de una pared. Los extre- 
mos apicales de estas celulas, cuya cara da a la luz intestinal, 
tienen elongaciones ( microvellosidades ) que facilitan la absorcion 
de nutrimentos. Las microvellosidades son capaces de proyec- 
tarse fuera de la superficie celular apical debido a que contienen 
un esqueleto interno formado por filamentos, los cuales a su vez 
estan compuestos de monomeros de proteina ( actina ) polimeri- 
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FIGURA 1-3 Niveles de organization celular y molecular. La fotografia en 
colores brillantes de una section tenida muestra la estructura microscopi- 
ca de una vellosidad de la mucosa del intestino delgado, como se observa 
a traves del microscopio optico. El recuadro 1 representa una micrografia 
electronica de la capa epitelial de celulas que limitan la pared interior del 
intestino. La superficie apical de cada celula que mira hacia la luz intestinal 
tiene un gran numero de microvellosidades que intervienen en la absorcion 
de nutrimentos. La region basal de cada celula contiene un gran nume¬ 
ro de mitocondrias en las que la energia se mantiene disponible para las 
actividades celulares. El recuadro 2 muestra las microvellosidades apicales; 
cada microvellosidad contiene un haz de microfilamentos. El recuadro 3 
representa las subunidades de la protefna actina que forman parte de cada 
filamento. En el recuadro 4 se distingue una mitocondria similar a la encon- 
trada en la region basal de las celulas epiteliales. El recuadro 5 senala una 


portion de la membrana interna de las mitocondrias, incluidas las partfculas 
pediculadas (flecha superior) que se proyectan a partir de la membrana y 
corresponden a los sitios donde se sintetiza el ATP. Los recuadros 6 y 7 
muestran los modelos moleculares de la maquinaria de sintesis de ATP, la 
cual se describe por completo en el capitulo 5. (Micrografia de luz, Cecil 
Fox/Photo Researchers; recuadro 1, cortesia de Shakti P. Kapur, 
Georgetown University Medical Center; recuadro 2, cortesia 
de Mark S. Mooseker y Lewis G. Tilney, J Cell Biol. 67:729, 1975, 

CON AUTORIZACION DE LA ROCKEFELLER UNIVERSITY PRESS; RECUADRO 3, 
CORTESIA DE KENNETH C. HOLMES; RECUADRO 4, CORTESIA DE KEITH 
R. Porter/Photo Researchers; recuadro 5, cortesia de Humberto 
Fernandez-Moran; recuadro 6, cortesia de Roderick A. Capaldi; 
RECUADRO 7, CORTESIA DE WOLFGANG JUNGE, HoLGER LlLL Y SlEGFRIED 
Engelbrecht, Universidad de Osnabruck, Alemania.) 
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zados en una disposicion caracteristica. En su extremo basal, las 
celulas intestinales poseen gran cantidad de mitocondrias que 
proveen la energia requerida para alimentar varios procesos de 
transporte de membrana. Cada mitocondria se compone de un 
patron definido de membranas internas, las cuales a su vez estan 
compuestas por un arreglo proteico, que incluye una fabrica de 
ATP (trifosfato de adenosina) que funciona con electricidad, 
esta se proyecta desde la membrana interna y parece una pelota 
en el extremo de una barra. Cada uno de estos niveles de organi¬ 
zation se ilustra en los recuadros de la figura 1-3. 

Por fortuna para los biologos celulares y moleculares, la 
evolution avanza con lentitud en los niveles de la organiza¬ 
tion biologica que les interesa. Por ejemplo, mientras que un 
ser humano y un gato tienen caracteristicas anatomicas muy 
diferentes, las celulas que conforman sus tejidos y los organelos 
que integran sus celulas son semejantes. El filamento de actina 
el cual se representa en la figura 1-3, recuadro 3, y la enzima 
sintasa de ATP que se observa en el recuadro 6, son identicos 
a las estructuras encontradas en diferentes organismos, como 
seres humanos, caracoles, levaduras y secuoyas. La information 
obtenida del estudio de las celulas de un tipo de organismo tiene 
a menudo aplicaciones directas en otras formas de vida. Muchos 
de los procesos mas elementales, como la sintesis de proteinas, 
la conversion de energia quimica o la construction de una mem¬ 
brana, son muy parecidos en todos los organismos. 

Las celulas poseen un programs 
genetico y los medios para usarlo 

Los organismos estan construidos de acuerdo con la information 
codificada en un grupo de genes. El programa genetico humano 
contiene suficiente information para llenar millones de paginas 
de un texto, si se codificara en palabras. Resulta relevante que 
esta gran cantidad de information esta empaquetada dentro de 
un grupo de cromosomas que ocupan el espacio del nucleo celu- 
lar: cientos de veces mas pequeno que el punto de esta i. 

Los genes son mas que gavetas para almacenar informa¬ 
tion: constituyen los pianos para construir las estructuras celu¬ 
lares, las instrucciones para llevar a cabo las actividades celulares 
y el programa para duplicarse. La estructura molecular de los 
genes permite, mediante cambios en la information geneti- 
ca (mutaciones), que exista variation entre individuos, lo cual 
forma la base de la evolution biologica. El descubrimiento de 
los mecanismos por los cuales las celulas usan su information 
genetica es uno de los logros mas grandes de la ciencia en las 
ultimas decadas. 

Las celulas son capaces de reproducirse 

Las celulas, al igual que otros organismos, se generan por repro¬ 
duction. Las celulas se reproducen por division, un proceso en 
el cual el contenido de una celula “madre” se distribuye dentro 
de dos celulas “hijas”. Antes de la division, el material geneti¬ 
co se duplica con exito y cada celula hija comparte la misma 
information genetica. En la mayoria de los casos, las dos celulas 
hijas tienen el mismo volumen. Sin embargo, en algunos casos, 
como ocurre cuando un oocito humano sufre division, una de las 
celulas retiene casi todo el citoplasma, aunque esta reciba solo la 
mitad del material genetico (fig. 1-4). 



20 (dm 


FIGURA 1-4 Reproduccion celular. Este oocito de mamifero experimento 
de forma reciente una division celular muy desigual en la cual la mayor 
parte del citoplasma se retuvo dentro del gran oocito, que tiene el potencial 
para fecundarse y desarrollar un embrion. La otra celula es un remanente 
no funcional que consiste casi en su totalidad de material nuclear (se indica 
por los cromosomas tenidos de azul, flecha). (Cortesia de Jonathan van 
Blerkom.) 


Las celulas obtienen y utilizan energia 

El desarrollo y mantenimiento de la complejidad exigen la cons- 
tante entrada de energia (fig. 1-5). Virtualmente, toda la energia 
necesaria para la vida en la superficie de la Tierra proviene de la 
radiation electromagnetica del sol. Esta energia es captada por 
los pigmentos que absorben luz presentes en las membranas de 
las celulas fotosinteticas. La energia luminosa se convierte por 
fotosintesis en energia quimica, que se almacena en carbohidra- 
tos ricos en energia, como almidon y sacarosa. Para la mayoria 
de las celulas animates, la energia llega a menudo preempacada 
en forma de glucosa. En las personas, la glucosa pasa a traves del 
higado hacia la sangre, que circula a traves del cuerpo y libera 
energia quimica en todas las celulas. Una vez dentro de la celu¬ 
la, la glucosa se desensambla de tal manera que su contenido 
energetico se puede almacenar en forma de energia disponible 
con rapidez (por lo general como ATP), que mas tarde se utiliza 
para el funcionamiento de las innumerables actividades celu¬ 
lares que requieren energia. Las celulas invierten una enorme 
cantidad de energia simplemente en degradar y reconstruir las 


FIGURA 1-5 Captation de energia. Una celula viva del alga filamentosa Spi- 
rogyra. El cloroplasto es semejante a un liston, el cual se observa en zigzag a 
traves de la celula y es el sitio donde se captura la energia de la luz solar y se 
convierte en energia quimica durante la fotosintesis. (M.I. Walker/Photo 
Researchers.) 
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macromoleculas y los organelos de los que estan hechas. Este 
continuo “recambio”, como se le llama, mantiene la integridad 
de los componentes celulares en virtud de los inevitables pro- 
cesos de desgaste y rotura, y permite a la celula reaccionar con 
rapidez a las condiciones cambiantes. 


Las celulas llevan a cabo diferentes 
reacciones quimicas 

La funcion celular se asemeja a plantas quimicas en miniatura. 
Aunque la celula bacteriana mas simple es capaz de realizar cien- 
tos de transformaciones quimicas diferentes, ninguna de ellas 
ocurre a una velocidad significativa en el mundo inanimado. Por 
lo general, todos los cambios quimicos que se efectuan en las celu¬ 
las necesitan enzimas, moleculas que incrementan el ritmo al que 
tiene lugar una reaction quimica. La suma total de las reacciones 
quimicas en una celula representa el metabolismo celular. 


Las celulas se ocupan de numerosas 
actividades mecanicas 

Las celulas son sitios de mucha actividad. Los materiales se 
transportan de un lugar a otro, las estructuras se acoplan y des- 
acoplan con rapidez y, en muchos casos, la celula entera se mue- 
ve por si misma de un punto a otro. Estos tipos de actividades 
se basan en cambios mecanicos y dinamicos intracelulares, la 
mayoria de ellos iniciados por cambios en la estructura proteini- 
ca “motora”. Las proteinas motoras son solo uno de los muchos 
tipos de “maquinas” moleculares empleadas por la celula para 
llevar a cabo actividades mecanicas. 


Las celulas son capaces de reaccionar 
a estimulos 

Algunas celulas responden a estimulos de manera obvia; por 
ejemplo, un protista unicelular se mueve lejos de un objeto que 
esta en su camino o se dirige hacia una fuente de nutrimentos. 
Las celulas que conforman una planta o animal multicelulares 
no reaccionan a estimulos de modo tan obvio. La mayor parte de 
las celulas esta cubierta de receptores, que interaccionan con sus- 
tancias en el ambiente en una forma muy especifica. Las celu¬ 
las poseen receptores para hormonas, factores de crecimiento, 
materiales extracelulares, asi como sustancias localizadas en la 
superficie de otras celulas. Los receptores de las celulas proveen 
las vias a traves de las cuales los agentes externos pueden iniciar 
reacciones especificas en la celula bianco. Las celulas pueden 
responder a estimulos especificos por medio de la alteracion de 
sus actividades metabolicas, al prepararse para la division celular, 
mo verse de un lugar a otro o aniquilandose a si mismas. 


Las celulas son capaces de autorregularse 

Ademas de requerir energia, el mantenimiento de un estado 
complejo y ordenado exige regulation constante. La importancia 
de los mecanismos de regulation celular es mas evidente cuando 
las celulas se danan. Por ejemplo, la falla de una celula para corre- 
gir un error cuando duplica su DNA puede crear una mutation 
que la debilita, o una alteracion en el control de crecimiento de la 
celula, que puede transformar a la celula en una celula cancerosa 




FIGURA 1-6 Autorregulacion. El esquema de la izquierda muestra el desa- 
rrollo normal de un erizo de mar en el cual un huevo fecundado da lugar 
a un solo embrion. El esquema de la derecha senala un experimento en el 
que las celulas de un embrion se separan despues de la primera division y se 
permite que cada celula se desarrolle de manera aislada. En lugar de desa- 
rrollarse la mitad de un embrion, como ocurriria si no se alterara, cada celula 
aislada reconoce la ausencia de su vecina y regula su desarrollo para formar 
un embrion completo (aunque mas pequeno). 



con la capacidad para destruir a todo el organismo. Poco a poco 
se conoce mas acerca de la forma en que la celula controla estas 
actividades, pero falta mucho mas por descubrir. 

Considere el siguiente experimento que llevo a cabo en 
1891 Hans Driesch, un embriologo aleman. Driesch encontro 
que podia separar por completo las primeras dos o cuatro celulas 
de un embrion de erizo de mar y que cada una de las celulas aisla- 
das desarrollaba un embrion normal (fig. 1-6). ^Como puede una 
celula que por lo general esta destinada a formar solo una parte 
del embrion regular sus propias actividades y formar un embrion 
entero?, ^de que forma la celula aislada reconoce la ausencia de 
sus vecinas y reorienta el curso de su desarrollo celular?, ^como 
puede una parte del embrion tener un sentido del todo? Hasta el 
momento no es posible mejorar las respuestas que se dieron hace 
mas de 100 anos, cuando se efectuo este experimento. 

En este libro se describen procesos que requieren diversos 
pasos ordenados, muchos de los cuales son parecidos a las lineas 
de ensamble en el armado de un automovil, donde los trabaja- 
dores acoplan, remueven o hacen ajustes especificos conforme 
el armado del auto avanza. En la celula, la information para el 
diseno de productos reside en los acidos nucleicos y los trabaja- 
dores de la construction son sobre todo las proteinas. Mas que 
ningun otro factor, la presencia de estos dos tipos de macro¬ 
moleculas aparta a la quimica celular del mundo inerte. En la 
celula, los trabajadores tienen que actuar sin el beneficio de 
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Maquina para obtener jugo de naranja 



El profesor Butts cayo por el foso abierto de un 
elevador y cuando toco tierra solo encontro una 
maquina para exprimir naranjas. El lechero toma 
la botella de leche vacia (A) y jala de la cuerda (B), 
lo que provoca que la espada (C) code la cuerda 
(D). Esto permite que la navaja de la guillotina (E) 
caiga y code la cuerda (F), que a su vez libera el 
ariete (G). El ariete empuja la pueda abieda (H) y 
la cierra. La hoz (I) coda la naranja (J) y, al mismo 
tiempo, la espina (K) lastima al “halcon” (L). Este 


ultimo abre el pico por el dolor y suelta la ciruela 
y permite que el zapato (M) caiga sobre la cabe- 
za de un pulpo dormido (N). El pulpo despieda 
molesto y observa la cara del buzo dibujada sobre 
la naranja y la oprime; de esa manera el jugo de 
naranja cae al vaso (O). 

Despues puede utilizarse el tronco para 
construir una cabana en la que puede crecer su 
hijo, que llegara a ser presidente como Abraham 
Lincoln. 


FIGURA 1-7 Las actividades celulares con frecuen- 
cia son analogas a esta maquina de Rube Goldberg 
en la cual un suceso activa “de manera automatica” a 
otro posterior, en una secuencia de reacciones. (Rube 
Goldberg™ y © de Rube Goldberg, Inc.) 


la direction consciente. Cada paso de un proceso debe ocurrir 
de modo espontaneo, de tal forma que el siguiente se active de 
manera automatica. En muchos sentidos, la celula opera de un 
modo analogo al artilugio para exprimir una naranja, descubier- 
to por “el profesor” y que se muestra en la figura 1-7. Cada tipo 
de actividad celular necesita un grupo unico de herramientas 
moleculares muy complejas y maquinas: los productos de los 
periodos de la selection natural y su evolution. El objetivo mas 
importante de los biologos celulares y moleculares es entender 
la estructura molecular y la funcion de cada uno de los com- 
ponentes que intervienen en una actividad particular, asi como 
los medios por los cuales estos componentes interactuan y los 
mecanismos que regulan dichas interacciones. 

Las celulas evolucionan 

^Como surgieron las celulas? De todas las preguntas trascenden- 
tes formuladas por los biologos, esta es la que menos respuestas 
tiene. Se piensa que las celulas proceden de algunas formas de 
vida precelular, las cuales a su vez se originaron de materiales 
organicos sin vida que estuvieron presentes en los oceanos pri- 
mordiales. Sin embargo, el origen de las celulas esta envuelto en 
un misterio total; la evolution de las celulas puede estudiarse por 
medio del analisis de los organismos vivos de la actualidad. Si se 
observan las caracteristicas de las celulas bacterianas que viven 
en el tubo digestivo de los seres humanos (vease fig. 1-18 a) y 
una celula que forma parte de la pared del intestino (fig. 1-3); 
son notorias las diferencias que existen entre estas dos celulas. 
No obstante, proceden de una celula ancestral comun que vivio 
hace mas de tres mil millones de anos. Estas estructuras que 
comparten las dos celulas relacionadas de forma distante, como 


su membrana celular y los ribosomas, debieron estar en la celu¬ 
la ancestral. Se examinan algunos sucesos ocurridos durante la 
evolution de las celulas en la section Vias experimentales al final 
del capitulo. Es preciso tener en mente que la evolution no es 
tan solo un hecho del pasado, sino un proceso dinamico que atin 
modifica las propiedades de las celulas de los organismos que 
todavia no han aparecido. 


REVISION 


1. Liste las propiedades fundamentales que comparten 
todas las celulas. Describa la importancia de cada una 
de estas propiedades. 

2. Describa algunas de las caracteristicas celulares que 
sugieran que todos los organismos vivos derivan de un 
ancestro comun. 

3. ^Cual es la fuente de energia que mantiene la vida en la 
Tierra?, ^como se transfiere esta energia de un organis- 
mo a otro? 


1.3 DOS CLASES DE CELULAS _ 

FUNDAMENTALMENTE DIFERENTES 

Una vez que el microscopio electronico estuvo disponi- 
ble, los biologos fueron capaces de examinar la estructura inter¬ 
na de una gran variedad de celulas. A partir de estos estudios se 
encontro que existen dos tipos basicos de celulas (procariotas y 
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FIGURA 1-8 La estructura celu- 
IhhI - lar. Esquemas “generalizados” de 
una celula de bacteria a), vegetal b) y animal 
c). Nota: los organelos no estan dibujados a 
escala. 
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eucariotas) que se diferencian por su tamano y tipos de estruc- 
turas internas u organelos (fig. 1-8). La existencia de dos clases 
distintas de celulas sin ningun intermediario conocido represen- 
ta una de las divisiones evolutivas mas importantes en el mun- 
do biologico. Las celulas procariotas, que en su estructura son 
mas simples, incluyen a las bacterias, mientras que las celulas 
eucariotas tienen una estructura mas compleja e incluyen a los 
protistas, hongos, plantas y animales. 1 

No se sabe con certeza cuando aparecieron las celulas por 
primera vez en la Tierra. Hay evidencias, obtenidas de fosiles 


1 El lector interesado en examinar una propuesta para acabar con el concepto anta- 
gonico de organismos procariotas y eucariotas puede leer un breve ensayo de N. R. 
Pace en Nature 441:289,2006. 


de que la vida procariota existe desde hace unos 2 700 millo- 
nes de anos. Estas rocas no contienen tan solo microbios fosi- 
lizados, sino tambien moleculas organicas complejas que son 
caracteristicas de tipos particulares de organismos procariotas, 
incluidas las cianobacterias. Es improbable que tales moleculas 
se sintetizaran de manera abiotica, esto es, sin la participation de 
celulas vivas. El comienzo de las celulas eucariotas tambien esta 
rodeado de incertidumbre. Los animales complejos aparecieron 
de forma mas repentina en los registros fosiles hace unos 600 
millones de anos, pero hay muchas evidencias de que los orga¬ 
nismos eucariotas mas simples estuvieron presentes en la Tierra 
desde mas de 1 000 millones de anos antes. El tiempo estima- 
do de la aparicion sobre la Tierra de algunos de los principales 
grupos de organismos se consigna en la figura 1-9. Una vista 
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FIGURA 1-9 Reloj biogeologico de la Tierra. Esquema de los cinco mil 
millones de anos de la historia del planeta que muestra el tiempo de apa- 
ricion de los principales grupos de organismos. Los animales complejos 
(invertebrados) y las plantas vasculares aparecieron relativamente en perio- 
dos recientes. El tiempo indicado para el origen de la vida esta sujeto a 
conjetura. Ademas, las bacterias fotosinteticas pudieron aparecer de manera 
mas temprana y por tanto permanece la interrogante. Las eras geologicas se 
indican en el centro de la ilustracion. (Reimpresa con autorizacion de 
D. J. Des Marais, Science 289:1704,2001. Copyright © 2001 Ameri¬ 
can Association for the Advancement of Science.) 


superficial de esta figura revela la manera en que la vida aparecio 
“pronto” despues de la formacion de la Tierra y el enfriamiento 
de su superficie, asi como el tiempo que tomo la subsecuente 
evolucion de los animales complejos y plantas. 


Caracteristicas que diferencian 
a las celulas procariotas 
de las eucariotas 

La siguiente es una breve comparacion entre celulas procariotas 
y eucariotas que hace evidentes muchas diferencias basicas entre 
los dos tipos, asi como bastantes similitudes (vease fig. 1-8). Las 
semejanzas y diferencias entre los dos tipos de celulas se mues- 
tran en el cuadro 1-1. Las propiedades que comparten reflejan 
que las celulas eucariotas casi con certeza evolucionaron a partir 
de ancestros procariotas. A causa de su ancestro comun, ambos 
tipos de celulas poseen un lenguaje genetico identico, un grupo 
comun de vias metabolicas y muchas propiedades estructura- 
les afines. Por ejemplo, los dos tipos celulares estan limitados 
por membranas plasmaticas de estructura semejante que sirven 
como una barrera de permeabilidad selectiva entre los mundos 
vivo e inerte. Ambos tipos de celulas pueden estar recubiertos 
por una pared celular rigida y sin vida que protege la delicada 


Cuadro 1-1 


Comparacion entre celulas 
procariotas y eucariotas 


Caracteristicas comunes: 


■ Membrana plasmatica de estructura similar 

■ Informacion genetica codificada en el DNA mediante codigos 
geneticos identicos 

■ Mecanismos similares para la transcription y traduction de la 
informacion genetica, incluidos ribosomas semejantes 

■ Rutas metabolicas compartidas (p. ej., glucolisis y cielo de los 
acidos triearboxi'licos [TCA]) 

■ Aparato similar para la conservation de la energia quimica en 
forma de ATP (localizado en la membrana plasmatica de 
procariotas y en la membrana mitocondrial de eucariotas) 

■ Mecanismos semejantes para la fotosintesis (entre 
cianobacterias y plantas verdes) 

■ Mecanismos parecidos para sintetizar e insertar las proteinas 
de membrana 

■ Estructura similar (entre arqueobacterias y eucariotas) de 
proteosomas (estructuras para la digestion de proteinas) 

Caracteristicas de las celulas eucariotas que no se encuentran 

en procariotas: 

■ Division de la celula en nucleo y citoplasma, separados por una 
envoltura nuclear que contiene estructuras eomplejas de poros 

■ Los cromosomas son complejos y estan compuestos por DNA 
y proteinas relacionadas capaces de compactarse en estructuras 
mitoticas 

■ Organelos citoplasmicos membranosos complejos (incluidos el 
reticulo endoplasmico, aparato de Golgi, lisosomas, endosomas, 
peroxisomas y glioxisomas) 

■ Organelos citoplasmicos especializados para la respiration 
aerobia (mitocondrias) y fotosintesis (cloroplastos) 

■ Un sistema complejo de citoesqueleto (incluidos 
microfilamentos, filamentos intermedios y microtubulos) 

■ Cilios y flagelos complejos 

■ Son capaces de ingerir materiales liquidos y solidos y atraparlos 
dentro de vesieulas membranosas plasmaticas (endocitosis y 
fagocitosis) 

■ Paredes celulares (en plantas) que eontienen celulosa 

■ La division celular utiliza un huso mitotico que contiene 
microtubulos para separar cromosomas 

■ Presencia de dos copias de genes por celula (diploidia), un gen 
que proviene de cada padre 

■ Presencia de tres enzimas diferentes para sintetizar RNA 
(polimerasas de RNA) 

■ Reproduction sexual que requiere meiosis y fecundation 


vida de su interior. Aunque las paredes celulares de procariotas 
y eucariotas pueden tener funciones semejantes, su composicion 
quimica es muy diferente. 

En su interior, las celulas eucariotas son mucho mas com- 
plejas (en estructura y funcion) que las celulas procariotas (fig. 
1-8). La diferencia en complejidad estructural es evidente en 
las micrografias electronicas de una celula bacteriana y una ani¬ 
mal que se muestran en las figuras 1-18 a y 1-10, de manera 
respectiva. Ambas eontienen una region nuclear, la cual posee 
el material genetico de la celula rodeado por citoplasma. El 
material genetico de la celula procariota esta presente en un 
nucleoide: una region de la celula no bien definida, sin mem¬ 
brana, que lo separa del citoplasma circundante. En cambio, las 
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FIGURA 1-10 La estructura de una celula cucariota. Esta celula epitelial limita el conducto reproductive en la rata macho. En los diagramas esquematicos, 
alrededor de la figura principal, se indican y muestran algunos organelos diferentes. (David Phillips/Visuals Unlimited.) 
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celulas eucariotas poseen un nucleo: una region separada por 
una estructura membranosa compleja llamada envoltura nuclear. 
Esta diferencia de la estructura nuclear es la base de los terminos 
procariota {pro, antes; karyon, nucleo) y eucariota {eu, verdadero; 
karyon, nucleo). Las celulas procariotas contienen relativamente 
pequenas cantidades de DNA; el contenido del DNA de una 
bacteria se encuentra en los limites de 600 000 a ocho millones 
de pares de bases, lo cual es suficiente para codificar entre unas 
500 y varios miles de proteinas. 2 Aunque una “simple” levadura 
de panaderia tiene solo un poco mas DNA (12 millones de 
pares de bases que codifican alrededor de 6 200 proteinas) que 
los eucariotas mas complejos, la mayoria de las celulas eucariotas 
posee mucha mas information genetica. Las celulas procario¬ 
tas y las eucariotas poseen cromosomas que contienen DNA. 
Las celulas eucariotas muestran un numero determinado de cro¬ 
mosomas separados, cada uno de los cuales posee una sola mole- 
cula lineal de DNA. En cambio, casi todos los procariotas que se 
han estudiado contienen un cromosoma circular unico. Lo mas 
importante es que el DNA cromosomico de los eucariotas, a 
diferencia del de los procariotas, se relaciona estrechamente con 
proteinas para formar un material nucleoproteinico complejo 
que se conoce como cromatina. 

El citoplasma de los dos tipos de celulas tambien es muy 
diferente. El de una celula eucariota se conforma con una gran 
diversidad de estructuras, como es evidente por el analisis de 
micrografias electronicas de cualquier celula vegetal o animal (fig. 
1-10). Incluso las levaduras, las celulas eucariotas mas simples, 
son mucho mas complejas desde el punto de vista estructural 
que una bacteria promedio (comparese la fig. 1-18« y b ), aunque 
estos dos organismos poseen un numero de genes similar. 

Las celulas eucariotas tienen una disposition de organe- 
los limitados por membrana. Los organelos eucariotas incluyen 
mitocondria, donde la energia quimica esta disponible para ali- 
mentar las actividades celulares; un reticulo endoplasmico, en 
donde se elaboran muchas de las proteinas y lipidos de la celula; 
el aparato de Golgi, es el lugar en el que los materiales se cla- 
sifican, modifican y transportan a destinos celulares especificos, 
ademas de diferentes vesiculas simples, limitadas por membra- 
nas de tamanos diferentes. Las celulas vegetales muestran orga¬ 
nelos membranosos adicionales, incluidos los cloroplastos, los 
cuales son los sitios en los que se realiza la fotosintesis, y muchas 
veces una gran vacuola unica que puede ocupar la mayor parte 
del volumen celular. Tomadas como un grupo, las membranas 
celulares eucariotas sirven para dividir el citoplasma en com- 
partimientos, dentro de los cuales se llevan a cabo actividades 
especializadas. En cambio, el citoplasma de las celulas procario¬ 
tas esta fibre en esencia de estructuras membranosas. Las mem¬ 
branas fotosinteticas complejas de la cianobacteria son una gran 
exception a esta generalization (vease fig. 1-15). 

Las membranas citoplasmicas de las celulas eucariotas for- 
man un sistema de canales interconectados y vesiculas que traba- 
jan en el transporte de sustancias de una parte a otra de la celula 
y entre su interior y el ambiente. A causa de su tamano pequeno, 
la comunicacion directa intracitoplasmica es menos importante 
en las celulas procariotas, en las que el flujo de materiales puede 
efectuarse por difusion simple. 


2 Ocho millones de pares de bases equivalen a una molecula de DNA de alrededor 
de 3 mm de largo. 


Las celulas eucariotas tambien contienen numerosas estruc¬ 
turas sin membrana celular que las limite. Los tubulos alargados 
y filamentos del citoesqueleto estan incluidos en este grupo y 
participan en la contractilidad celular, movimiento y soporte. 
Hasta hace poco tiempo se penso que las celulas procariotas 
carecian de un citoesqueleto, pero se encontraron en algunas 
bacterias filamentos de citoesqueleto primitivo. Por el momen¬ 
ta es posible afirmar que el citoesqueleto de los procariotas es 
mucho mas simple en sentidos estructural y funcional en com- 
paracion con los eucariotas. Las celulas eucariotas y procariotas 
tienen ribosomas que son particulas no membranosas y funcio- 
nan como “mesas de trabajo” sobre las cuales las proteinas de 
las celulas se elaboran. No obstante que los ribosomas de las 
celulas procariotas y eucariotas poseen dimensiones considera¬ 
bles (los procariotas son mas pequenos e incluyen muchos menos 
componentes), estas estructuras participan en el ensamblaje de 
proteinas con un mecanismo similar en ambos tipos de celulas. 
La figura 1-11 muestra una micrografia electronica con seudo- 
color de una portion del extremo citoplasmico de un organismo 
eucariota unicelular. Esta es una region de la celula en la que 
los organelos limitados por membrana tienden a estar ausentes. 



FIGURA 1-11 El citoplasma de una celula eucariota es un com- 
partimiento saturado. Esta micrografia electronica coloreada 
muestra una pequena region cercana al borde de un organismo eucariota 
unicelular que se congelo de manera instantanea para su analisis micros- 
copico. La apariencia tridimensional que se observa fue posible por medio 
de la captura de imagenes digitalizadas bidimensionales del especimen en 
diferentes angulos y la sobreposicion de ellas con una computadora. Los 
filamentos del citoesqueleto se muestran en rojo, los complejos macromole- 
culares (sobre todo ribosomas) en verde y las membranas celulares en azul. 
(Reimpresa con autorizacion de Ohad Medalia, et al., Science 
298:1211, 2002, cortesia de Wolfgang Baumeister, Copyright © 
2002 American Association for the Advancement of Science.) 







12 Capftulo 1 INTRODUCCION AL ESTUDIO DE LA B10 LOG (A CELULAR Y MOLECULAR 


La micrografia muestra filamentos individuales de citoesqueleto 
(rojo) y otros complejos macromoleculares grandes del citoplas- 
ma (verde). Casi todos estos complejos son ribosomas. Este tipo 
de imagen hace evidente que el citoplasma de una celula euca- 
riota esta lleno, lo cual deja poco espacio para la fase soluble del 
citoplasma, el citosol. 

Otras diferencias relevantes pueden reconocerse entre las 
celulas eucariotas y procariotas. Las primeras se dividen por un 
proceso complejo de mitosis, en el cual los cromosomas dupli- 
cados se condensan en estructuras compactas separadas por un 
sistema que contiene microtubulos (fig. 1-12). Este aparato, que 
se conoce como huso mitotico, permite a cada celula hija recibir 
una cantidad equivalente de material genetico. En los procario¬ 
tas no hay compactacion de los cromosomas ni huso mitotico. 
El DNA se duplica y las dos copias se separan de manera sen- 
cilia y precisa por el desarrollo de una membrana celular entre 
las dos. 

La mayor parte de los procariotas corresponde a organis- 
mos asexuados, ya que solo contienen una copia de su unico 
cromosoma y carecen de procesos comparables a la meiosis, 
formation de gametos o fecundation verdadera. Aunque en los 
procariotas no hay una reproduction sexual verdadera, algunos 
son capaces de tener conjugation, en la cual un fragmento de 
DNA se transfiere de una celula a otra (fig. 1-13). Sin embargo, 
la celula receptora casi nunca recibe un cromosoma completo 
de la celula donadora y el estado en el cual la celula receptora 
contiene su DNA y el de su companera es transitorio, ya que 
la celula regresa pronto a su condition de un solo cromosoma. 
Aunque los procariotas no suelen ser tan eficientes como los 
eucariotas en el intercambio de DNA con otros miembros de 
su propia especie, captan e incorporan acido desoxirribonucleico 
ajeno que se encuentra en el ambiente con mas frecuencia que 
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FIGURA 1-12 La division celular en eucariotas requiere el ensamble de un 
aparato muy elaborado llamado huso mitotico, que separa cromosomas y 
esta construido sobre todo por microtubulos. En esta micrografia, los micro¬ 
tubulos aparecen en verde porque estan enlazados de manera especifica por 
un anticuerpo unido a un colorante verde fluorescente. Los cromosomas, 
que casi se habian separado en dos celulas hijas cuando se fijo dicha celula, 
estan tenidos de azul. (Cortesia de Conly L. Rieder.) 


los eucariotas, lo cual ha tenido considerable impacto en la evo¬ 
lution microbiana (pag. 28). 

Las celulas de tipo eucariota poseen diversos mecanismos 
de locomotion compleja, mientras que los de los procariotas son 
relativamente sencillos. El movimiento de una celula procariota 
se lleva a cabo mediante un filamento delgado de proteina lla¬ 
mado flagelo, el cual sobresale de una celula y es capaz de girar 
(fig. 1-14 a). La rotation del flagelo ejerce presion contra el liqui- 
do circundante y da lugar a que la celula se impulse a traves del 
medio. 

Algunas celulas eucariotas, incluidos muchos protistas y 
celulas germinales, tambien poseen flagelos, pero las versiones 
eucariotas son mucho mas complejas que los filamentos pro- 
teicos simples de las bacterias (fig. \-\Ah), y el movimiento lo 
genera un mecanismo diferente. 

En los parrafos anteriores se mencionaron varias de las dife¬ 
rencias mas relevantes entre los niveles de organization celular 
procariota y eucariota. Se revisan muchos de estos puntos en 
capitulos posteriores. Antes de asegurar que los procariotas son 
inferiores, se debe considerar que estos organismos han perma- 


* 



% 


1 Jim 

FIGURA 1-13 Conjugacion bacteriana. Micrografia electronica que muestra 
un par de bacterias en conjugacion unido por una estructura de la celula 
donadora conocida como pilo F, a traves de la cual se transfiere el DNA. 
(Cortesia de Charles C. Brinton,Jr.y Judith Carnahan.) 
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necido en la Tierra por mas de tres mil millones de anos y en 
este momento millones de ellos se encuentran sobre la superficie 
del cuerpo humano o consumen en abundancia los nutrimentos 
que se ballan en el tubo digestivo. Por lo comun se considera 
a estos microorganismos como criaturas individuales y solita- 
rias, pero descubrimientos recientes han mostrado que viven en 
complejas comunidades multiespecificas llamadas biopeliculas. 
Diferentes celulas en una biopelicula pueden realizar distintas 
actividades especializadas, lo cual no difiere de lo que ocurre en 
el caso de las celulas de una planta o un animal. Observese tam- 
bien que, desde el punto de vista metabolico, los procariotas son 
organismos muy complejos y muy evolucionados. Por ejemplo, 
una bacteria como Escherichia coli, un habitante comun del tubo 
digestivo de los humanos y las cajas de cultivo del laboratorio, 
tiene la capacidad de vivir y prosperar en un medio que contiene 
uno o dos compuestos organicos de bajo peso molecular y pocos 
iones inorganicos. Otras bacterias son capaces de vivir con una 
dieta que solo consiste en sustancias inorganicas. Se ha identi- 
ficado una especie de bacteria en pozos de miles de metros de 
profundidad que vivia en rocas basalticas y producia hidrogeno 
molecular (H 2 ) debido a las reacciones inorganicas que llevaba 
a cabo. Por otro lado, las celulas eucariotas que tienen mayor 
capacidad metabolica requieren gran variedad de compuestos 
organicos, incluidos un gran numero de vitaminas y otras sus¬ 
tancias esenciales que ellas no pueden sintetizar por si mismas. 
De hecho, muchos de estos componentes esenciales de la dieta 
los producen las bacterias que habitualmente viven en el intes- 
tino grueso. 



0.12 p.m 


FIGURA 1-14 Diferencia entre flagelos procariotas y eucariotas. a) La bac¬ 
teria Salmonella con sus numerosos flagelos. El recuadro muestra una vista 
amplificada a gran aumento de una parte del flagelo bacteriano unico, que 
consta sobre todo de una sola protefna llamada flagelina. b ) Cada uno de 
estos espermatozoides humanos esta provisto de un movimiento ondulato- 
rio de un flagelo unico. El recuadro representa una seccion transversal del 
flagelo de un espermatozoide de mamffero cerca de la punta. Los flagelos de 
las celulas eucariotas son tan parecidos que esta seccion transversal podrfa 
ser la de un protista o un alga verde. (. A , tomada de Bernard R. Gerber, 
Lewis M. Routledge y Shiro Takashima, J Mol Biol 71:322, 1972. 

© 1972, CON AUTORIZACION DE PUBLISHER ACADEMIC PRESS; ElSEVIER 
Science, recuadro cortesia de Julius Adler y M. L. DePamphilis; B, 
David M. Phillips/Visuals Unlimited; recuadro tomado de Don W. 
Fawcett/Visuals Unlimited.) 


Tipos de celulas procariotas 

Las diferencias entre las celulas procariotas y eucariotas se basan 
de manera primaria en su complejidad estructural (como se 
detalla en el cuadro 1-1) y no en las relaciones filogeneticas. Los 
procariotas estan divididos en dos grandes grupos taxonomicos 
o dominios: Archaea (o arqueobacterias) y Bacteria (o Eubacte- 
ria). De acuerdo con la opinion actual, los miembros de archaea 
se vinculan de forma mas estrecha con los eucariotas respecto 
de otros grupos de procariotas (las bacterias). Los experimentos 
que llevaron a descubrir que la vida esta representada por tres 
distintas ramas se discuten en la seccion Vias experimentales al 
final del capitulo. 

El dominio archaea incluye a varios grupos de organismos 
cuyos lazos evolutivos entre unos y otros se manifiestan por 
similitudes de la secuencia nucleotida de sus acidos nucleicos. 
Las especies mas conocidas de archaea son las que viven en 
ambientes extremos e inhospitos; a menudo se conocen como 
“extremofilas”. Entre los organismos de archaea figuran los 
metanogenos (procariotas capaces de convertir los gases C0 2 e 
H 2 en gas metano [CH 4 ]); los halofilos (procariotas que viven 
en ambientes en extremo salados, como el mar Muerto o algu- 
nas cuencas oceanicas profundas con salinidad equivalente a la 
del MgCl 2 5M); acidofilos (procariotas que tienen preferencia 
por ambientes acidos, que viven a un pH tan bajo como cero, 
como los que se encuentran en los liquidos que drenan de las 
minas abandonadas), y termofilos (procariotas que viven a muy 
altas temperaturas). En este ultimo grupo se incluye a las hiper- 
termofilas, que viven en chimeneas hidrotermales del fondo 
marino. Al poseedor del registro mas elevado en este grupo se 
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FIGURA 1-15 Cianobacterias. a) Micrograffa electronica de una cianobac- 
teria que ilustra las membranas citoplasmicas en las que se realiza la foto- 
sintesis. Estas membranas concentricas son muy parecidas a las membranas 
tilacoides presentes dentro de los cloroplastos de las celulas vegetales, una 
caracterfstica que apoya la hipotesis de que los cloroplastos evolucionaron 


a partir de las cianobacterias simbioticas. b) A las cianobacterias que viven 
dentro del pelo de los osos polares se atribuye el color verdoso extrano de 
su pelaje. ( A , cortesia de Norma J. Lang; B , cortesia de Zoological 
Society of San Diego.) 


le denomina “cepa 121”, porque es capaz de vivir y dividirse en 
agua supercaliente a una temperatura de 121°C, que resulta ser 
la temperatura usada para esterilizar equipo quirurgico en auto¬ 
clave. 

Todos los otros procariotas se clasifican en el dominio de las 
bacterias. Este dominio incluye a las celulas vivas mas pequenas, 
los micoplasmas (0.2 pm de diametro), que tambien son los uni- 
cos procariotas conocidos sin una pared celular y que contienen 
un genoma con apenas 500 genes. Las bacterias estan presentes 
en todos los ambientes conocidos sobre la Tierra, desde los hie- 
los polares antarticos hasta los desiertos mas secos de Africa y 
los confines internos de las plantas y animates. Asimismo hay 
que mencionar a las bacterias que viven en sustratos rocosos 
situados a varios kilometres de profundidad. Se piensa que algu- 
nas de estas comunidades bacterianas se aislaron de la vida en 
la superficie hace mas de 100 millones de anos. Los procariotas 
mas complejos son las cianobacterias. Estas poseen elaboradas 
disposiciones de membranas citoplasmicas, que sirven como 
sitios para la fotosintesis (fig. 1-15 a). Las membranas citoplas¬ 
micas de las cianobacterias son muy parecidas a las membranas 
fotosinteticas presentes dentro de los cloroplastos de las celulas 
vegetales. Como en las plantas, organismos eucariotas, la foto¬ 
sintesis en cianobacterias se lleva a cabo al romper las moleculas 
de agua para liberar oxigeno molecular. 

Muchas cianobacterias no solo son capaces de realizar 
la fotosintesis, sino tambien la fijacion de nitrogeno, esto es, la 
conversion de nitrogeno (N 2 ) gaseoso en formas reducidas de 
nitrogeno (como amoniaco, NH 3 ) que pueden utilizar las celulas 
en la sintesis de compuestos organicos que contienen nitroge¬ 
no, incluidos aminoacidos y nucleotidos. Estas especies celulares 
capaces de efectuar la fotosintesis y la fijacion de nitrogeno pue¬ 
den sobrevivir con los recursos esenciales: luz, N 2 , C0 2 y H 2 0. 
Por lo tanto, no sorprende que las cianobacterias sean ios pri- 
meros organismos que colonizan las rocas sin vida formadas por 
una eruption volcanica. Otro habitat poco comun ocupado 
por las cianobacterias se muestra en la figura 1-1 5b. 


Diversidad procariota La mayoria de los microbiologos 
conoce solo aquellos microorganismos que son capaces de crecer 
en un medio de cultivo. Cuando un paciente, con alguna infec¬ 
tion de las vias respiratorias o urinarias acude con su medico, 
uno de los primeros pasos es la solicitud del cultivo del agente 
patogeno. Una vez que se ha cultivado, el microorganismo puede 
identificarse y es posible establecer el tratamiento adecuado. El 
cultivo de la mayoria de procariotas causantes de enfermedades 
fue relativamente sencillo, pero esto mismo no fue posible para 
aquellos que viven de manera fibre en la naturaleza. El problema 
es agravado por el hecho de que los procariotas son apenas visi¬ 
bles en un microscopio optico y con frecuencia su morfologia no 
se puede precisar. Hasta la fecha se han identificado menos de 
5 000 especies de procariotas mediante las tecnicas tradiciona- 
les, lo que representa jmenos de una decima parte de 1% de los 
millones de especies de procariotas que se piensa que existen 
en la Tierra! El reconocimiento de diversidad de comunidades 
procariotas se incremento de manera espectacular en los anos 
recientes con la introduction de tecnicas moleculares que no 
requieren el aislamiento de un organismo en particular. 

Supongase que el objeto de estudio es la diversidad de pro¬ 
cariotas que viven en las capas superficiales del oceano Pacifico 
de la costa de California. En lugar de cultivar tales organismos, 
lo cual podria ser inutil, un investigador puede concentrar las 
celulas de una muestra de agua de oceano, extraer el DNA y 
analizar ciertas secuencias de DNA presentes en la preparation. 
Todos los organismos comparten ciertos genes, por ejemplo, 
aquellos que codifican los RNA (acido ribonucleico) presentes 
en los ribosomas o las enzimas de ciertas vias metabolicas. Aun- 
que todos los organismos pueden compartir dichos genes, las 
secuencias de los nucleotidos que constituyen los genes varian 
de manera considerable de una especie a otra. Esto es la base de 
la evolution biologica. Mediante tecnicas que revelen la varie- 
dad de secuencias de un gen particular en un habitat particu¬ 
lar, se aprende de inmediato acerca del numero de especies que 
viven en ese ambiente. 
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Cuadro 1-2 


Cantidad de biomasa de procariotas 
en el mundo 


Ambiente 

Numero 
de celulas 
procariotas 

xIO 28 

Pg de C en 
procariotas* 

Habitat acuatico 

12 

2.2 

Superficie oceanica marina 

355 

303 

Suelo terrestre 

26 

26 

Capa profunda de la superficie 

25-250 

22-215 

terrestre 



Total 

415-640 

353-546 


*1 Pg (Petagramo) = 10 15 g. 

Fuente: W. B. Whitman et al., Proc. Nat'l. Acad. Sci. U.SA. 95:6581,1998. 


La misma conducta molecular se ha utilizado para explorar 
la notable diversidad de microbios que viven sobre o dentro del 
organismo humano, en ambientes como la boca, el tracto intes¬ 
tinal, la vagina y la piel. Las cavidades subgingivales de la boca, 
es decir, los espacios entre el diente y la encia, son hogar de una 
de las comunidades microbianas mejor estudiadas. Las bacterias 
que causan la caries dental, la gingivitis y la enfermedad cardiaca 
se incluyen entre estos microbios. El analisis de las secuencias de 
RNA sugiere que alrededor de 415 especies diferentes de bacte¬ 
rias viven en las cavidades subgingivales de la boca. A pesar de 
esfuerzos intensos por decadas, solo fue posible cultivar cerca 
de la mitad de estos organismos. 

Los biologos han encontrado, con tecnicas moleculares 
basadas en la secuenciacion, que la mayoria de los habitat sobre 
la Tierra estan saturados de vida procariota aun no caracteri- 
zada. Un estimado de la cantidad de procariotas en los princi- 
pales ambientes terrestres se muestra en el cuadro 1-2. Ahora 
se piensa que mas de 90% de estos organismos vive bajo los 
sedimentos de la profundidad de los oceanos y en los estratos 
superficiales del suelo. Hasta hace una decada se presuponia que 
estos sedimentos profundos solo estaban poblados de manera 
escasa por organismos vivos. El cuadro 1-2 tambien muestra un 
estimado de la cantidad de carbono que incorpora el mundo de 
las celulas procariotas. Para traducir este numero a terminos mas 
familiares, es comparable a la cantidad total de carbono presente 
en toda la vida del mundo vegetal. 

Tipos de celulas eucariotas: 
especializacion celular 

En muchos aspectos, las celulas eucariotas mas complejas no se 
encuentran dentro de las plantas o animales, sino en los protis- 
tas, organismos de una sola celula ( unicelulares ), como los que se 
muestran en la figura 1-16. Todos los mecanismos necesarios 
para las actividades complejas en las cuales intervienen estos 
organismos (sensores ambientales, captation de alimento, eli¬ 
mination del exceso de liquidos, evasion de depredadores) estan 
confinados dentro de una sola celula. 

Los organismos unicelulares complejos representan una via 
evolutiva. Un camino alternativo ha llevado a la evolution de los 
organismos multicelulares en la cual diferentes tipos celulares 



FIGURA 1-16 Vorticella, un protista ciliado complejo. Aqui se pueden 
observar varios de estos organismos unicelulares; la mayoria tiene contraida 
su “cabeza” debido al acortamiento de la banda contractil en su tallo tenida 
de azul. Cada celula posee un gran nucleo llamado macronucleo (flecha), 
que contiene muchas copias de los genes. (Carolina Biological Supply 
Co./Phototake.) 


especializados efectuan distintas actividades. Las celulas espe- 
cializadas se forman por un proceso conocido como diferencia- 
cion. Por ejemplo, un ovulo humano fecundado experimentara 
un desarrollo embrionario que lleva a la formation de alrededor 
de 250 tipos distintos de celulas diferenciadas. Algunas celulas 
pasan a formar parte de una glandula digestiva especifica, otras 
se convierten en componentes de un gran musculo esqueletico, 
otras mas constituyen un hueso, etcetera (fig. 1-17). La ruta de 
diferenciacion seguida por cada celula embrionaria depen- 
de de manera fundamental de las senales que esta recibe del 
ambiente circundante; dichas senales dependen a su vez de la 
position de esta celula dentro del embrion. Como se discute en 
la section Perspectiva humana en este capitulo, los investigado- 
res han aprendido a controlar el proceso de diferenciacion en 
cajas de cultivo y aplicar este conocimiento al tratamiento de las 
afecciones humanas complejas. 

Como resultado de la diferenciacion, distintos tipos celula¬ 
res adquieren una apariencia caracteristica y contienen materiales 
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Celulas del tejido adiposo 


Celulas del musculo estriado 


Haz de celulas nerviosas 


Tejido conjuntivo laxo 
con fibroblastos 


Eritrocitos 


Tejido oseo 
con osteocitos 


Celulas del 
musculo liso 


Celulas del epitelio intestinal 


FIGURA 1-17 Vias de diferenciacion celular. Algunos de Los tipos de celulas diferenciadas presentes en los fetos humanos. (Micrografias, cortesia de 
Michael Ross, University of Florida.) 


unicos. Las celulas musculoesqueleticas poseen una estructu- 
ra de filamentos muy bien alineados, compuestos de protelnas 
contractiles unicas; las celulas de cartflago estan rodeadas por 
una matriz tipica que contiene polisacaridos y por la protelna 
colagena, que en conjunto suministran el apoyo mecanico; los 
eritrocitos son estructuras en forma de disco y Ilevan la protelna 
hemoglobina, que transporta oxigeno, y asi sucesivamente. No 
obstante, a pesar de sus multiples diferencias, las celulas de una 
planta o animal estan compuestas de organelos semejantes. Por 
ejemplo, las mitocondrias se localizan en todos los tipos celula- 
res. Sin embargo, en un tipo celular pueden tener forma redonda 
y en otro un aspecto muy alargado. En cada caso, el numero, 
apariencia y localization de los diferentes organelos pueden 
correlacionarse con la actividad de cada tipo celular. Se puede 
establecer una analogia con las diferentes secciones orquestales: 


todas ejecutan las mismas notas, pero varian por el arreglo de 
cada una y su caracter unico y belleza. 

Organismos modelo Los organismos vivos son muy diver- 
sos y los resultados obtenidos de un analisis experimental pue¬ 
den depender del organismo en particular bajo estudio. Como 
resultado, los biologos celulares y moleculares enfocan sus acti- 
vidades de investigation en un pequeno numero de “organismos 
representatives” u organismos modelo. Se espera que un cuerpo 
de conocimiento extenso basado en tales estudios constituya un 
marco de referenda que permita comprender los procesos basi- 
cos que son compartidos por muchos organismos, en especial el 
ser humano. Esto no quiere decir que muchos otros organismos 
no se utilicen ampliamente en el estudio de la biologia celular y 
molecular. No obstante, seis organismos modelo, un procariota 
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FIGURA 1-18 Seis organismos modelo. a) Escherichia coli es una bacteria 
de forma alargada que vive en el tubo digestivo de seres humanos y otros 
mamiferos. Gran parte de lo que se discute acerca de la biologia molecular 
basica de la celula, incluidos los mecanismos de replication, transcription y 
traduction, se trabajo de manera original en este organismo procariota. La 
organization relativamente simple de una celula procariota se ilustra en esta 
micrografia electronica (comparese con la parte b de una celula eucariota). 
b) Saccharomyces cerevisiae , mejor conocida como levadura de panaderia o 
cerveceria. Este es el eucariota menos complejo y mas estudiado; contiene 
un numero sorprendente de protefnas que son homologas de las protefnas 
de las celulas humanas. Tales protefnas ejercen una funcion conservada en 
los dos organismos. La especie tiene un genoma pequeno que codifica cerca 
de 6 200 protefnas; puede crecer en estado haploide (una copia de cada gen 
por celula en lugar de dos, como en la mayorfa de las celulas eucariotas); y 
puede crecer en condiciones aerobicas (con 0 2 ) y anaerobicas (sin 0 2 ). Es 
ideal para la identification de genes a traves del uso de mutantes. c) Arabi- 
dopsis tkalian a, un miembro de un genero de plantas de mostaza, tiene un 
genoma muy pequeno (120 millones de pares de bases) para una planta con 
flores, un tiempo de generacion rapido, una production numerosa de semi- 
lias y crecimiento de unos cuantos centfmetros de altura. d) Caenorhabditis 
elegans , un nematodo microscopico, se integra con un numero definido de 
celulas (alrededor de 1 000), cada una de las cuales se desarrolla de acuerdo 


con un patron preciso de divisiones celulares. El animal tiene una pared 
corporal transparente y un tiempo de generacion corto y manejable para los 
analisis geneticos. Esta micrografia muestra el sistema nervioso de la larva, 
que se marco con la protefna verde fluorescente (GFP). El premio Nobel 
2002 se concedio a los investigadores pioneros de este estudio. e) Drosophila 
melanogaster , la mosca de la fruta, es un eucariota pequeno pero complejo 
que fue por casi 100 anos el animal favorito para los estudios geneticos. El 
organismo tambien es adecuado para estudios de biologia molecular del 
desarrollo y de las bases neurologicas del comportamiento. Ciertas celulas 
de larvas tienen cromosomas gigantes, cuyos genes individuales se pueden 
identificar para estudios de evolution y expresion genetica.y) Mas musculus , 
el raton domestico comun, se aloja y mantiene de manera sencilla en el 
laboratorio. Se han desarrollado miles de cepas diferentes desde el punto de 
vista genetico, muchas de las cuales se guardan como embriones congelados 
debido a la falta de espacio para albergar a animates adultos. El “raton des- 
nudo” que se muestra en la fotograffa se desarrollo como animal atfmico y 
es capaz de aceptar injertos de piel humana sin rechazo. ( A y B , Biophoto 
Associates/Photo Researchers; C,Jean Claude Revy/Phototake; D , 
de Karla Knobel, Kim Schuske y Erik Jorgensen, Trends Genetics, 
vol. 14, cover #12,1998; E , Dennis Kunkel/Visuals Unlimited; F,Ted 
Spiegel/Corbis Images.) 


y cinco eucariotas, han captado mucho la atencion: una bacte¬ 
ria, E. coli ; una levadura, Saccharomyces cerevisiae ; una planta con 
flor, Arabidopsis thaliana', un nematodo, Caenorhabditis elegans', 
una mosca de la fruta, Drosophila melanogaster, y un raton, Mus 
musculus. Cada uno de ellos posee ventajas especificas que los 
torna en particular utiles como objeto de investigation y para 
responder ciertas preguntas. Asimismo, cada uno de estos orga¬ 
nismos se representa en la figura 1-18 y en el pie de la misma 
figura se describen algunas de sus ventajas como sistemas de 


investigation. Este texto se enfoca en los resultados obtenidos a 
partir de los estudios realizados en sistemas de mamiferos, sobre 
todo en el raton y el cultivo de celulas de mamifero, en virtud de 
que estos hallazgos son mas aplicables a los seres humanos. Aun 
asi, habra ocasion de describir las investigaciones efectuadas en 
celulas de otras especies. 

Es sorprendente descubrir cuan semejante es el hombre a 
nivel celular y molecular respecto de estos organismos mucho 
mas pequenos y simples. 
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PERSPECTIVA HUMANA 


Posibilidad de una terapia con remplazo celular 


Para una persona con corazon o higado insuficiente, un trasplante de 
organo es la mejor esperanza para su supervivencia y el reingreso a 
la vida productiva. El trasplante de organos es uno de los logros mas 
importantes de la medicina moderna, aunque su aplicacion esta muy 
limitada por la disponibilidad de donantes de organos y el alto riesgo 
de rechazo inmunitario. Es importante imaginar las posibilidades del 
cultivo celular y de organos en el laboratorio y la utilization de estos 
para reemplazar las partes danadas o sin funcion del organismo. Si bien 
este planteamiento es parte de la ciencia fiction, estudios realizados en 
anos recientes dieron a los investigadores la esperanza de que un dia 
este tipo de terapia llegara a realizarse. Para entender mejor el concepto 
de la terapia de reemplazo celular puede considerarse un procedimien- 
to Uevado a cabo en la actualidad conocido como trasplante de medula 
osea , en el cual las celulas se obtienen del interior de los huesos pelvicos 
de un individuo donante y se transfunden al cuerpo de un receptor. 

El trasplante de medula osea se practica sobre todo para tratar 
linfomas y leucemias, los cuales son tipos de cancer que afectan la natu- 
raleza y el numero de las celulas blancas sanguineas. Para efectuar este 
procedimiento, el paciente se expone a un alto nivel de radiation o se 
trata con sustancias toxicas, o ambas cosas; estos agentes destruyen a 
las celulas cancerosas pero tambien a las celulas relacionadas con la 
formation de celulas sanguineas de las series roja y blanca. El trata- 
miento tiene efecto debido a que las celulas que generan la sangre son 
de manera particular muy sensibles a la radiation y las sustancias toxi¬ 
cas. Una vez que las celulas que forman la sangre de un individuo se 
destruyen, se reemplazan con celulas de la medula osea trasplantadas 
que proceden de un donante sano. La medula osea puede regenerar 
el tejido sanguineo del receptor del trasplante debido a que contiene 
un pequeno porcentaje de celulas que pueden proliferar y restituir el 
tejido de la medula osea que produce la sangre en el paciente. 1 Las 
celulas que producen sangre en la medula osea se denominan celulas 
madre hematopoyeticas (o CMH), que se encargan del reemplazo de 
millones de celulas sanguineas de las series roja y blanca que envejecen 
y mueren cada dia en el organismo (vease fig. 17-5). De manera asom- 
brosa, una sola CMH es capaz de reconstruir el sistema hematopoye- 
tico completo (que forma sangre) de un raton radiado. Cada vez mas 
padres piden que se guarde la sangre del cordon umbilical del recien 
nacido como una forma de “poliza de seguro de celulas madre” contra 
la posibilidad de que su hijo llegue a sufrir una enfermedad susceptible 
de ser tratada con la administration de CMH. 

Las celulas madre se definen como celulas indiferenciadas capa- 
ces de: a) autorrenovarse, esto es, de abastecerse a si mismas, y b) sufrir 
diferenciacion en dos o mas tipos celulares maduros. Las CMH de 
la medula osea son tan solo un tipo de celulas madre. La mayoria, 
si no todos los organos de un ser humano adulto contienen celulas 
madre capaces de reponer las celulas especificas del tejido en que se 
encuentran. Incluso el cerebro del adulto, que no es reconocido por su 
capacidad de regeneration, contiene celulas madre que pueden generar 
nuevas neuronas y celulas gliales (las celulas de sosten del cerebro). En 
la figura 1 a se muestra una celula madre individual hallada en tejido 
musculoesqueletico adulto; se piensa que estas “celulas satelite”, como 
se les llama, se dividen y diferencian segun sea necesario para la repara¬ 
tion de tejido muscular lesionado. La capacidad de estas celulas madre 


1 El trasplante de medula osea puede compararse con una simple transfusion san- 
gufnea en la que el receptor obtiene celulas sanguineas diferenciadas (en especial 
globulos rojos y plaquetas) presentes en la circulation. 


musculares de proliferar y repoblar una gran extension de musculo se 
demuestra en la figura lb. Estas celulas madre trasplantadas fueron 
capaces de diferenciarse en nuevo tejido muscular. 

Existen pequenas dudas si el trasplante de celulas podria mejorar 
la calidad de vida de muchos pacientes. Por ejemplo, ya se ha mostrado 
que el trasplante de celulas de los islotes pancreaticos productoras de 
insulina a partir de organos de cadaver donante y el trasplante de neu¬ 
ronas productoras de dopamina de fetos abortados podrian mejorar la 
salud de pacientes con diabetes y enfermedad de Parkinson, respectiva- 
mente. Pero ni los donantes de organos ni los fetos humanos son una 
fuente adecuada de celulas para trasplante. En cambio, muchos investi¬ 
gadores creen que algun dia las celulas madre de adulto seran un recurso 
asequible para tratar a pacientes con organos enfermos. Sin embargo, 
por el momenta el campo se ha visto plagado de una gran cantidad de 
publicaciones contradictorias acerca de la utilidad de administrar celu¬ 
las madre de adulto o su progenie diferenciada a animales con diver- 
sos trastornos medicos inducidos, que van desde diabetes hasta ataque 
cardiaco o insuficiencia hepatica. A pesar de estos problemas, se han 
realizado varios ensayos clinicos con diversos tipos de celulas madre de 
adulto. Los mas grandes de tales ensayos se han efectuado en pacientes 
a quienes sus propias celulas de medula osea se han infundido en el 
corazon luego de sufrir un ataque cardiaco. Al parecer, las celulas car- 
diacas trasplantadas mejoran el funcionamiento del corazon, pero los 
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FIGURA 1 Celula madre muscular de un adulto. d) Parte de una fibra mus¬ 
cular, con sus multiples nucleos tenidos de azul. Una celula madre individual 
(amarillo) se observa alojada entre la superficie externa de la fibra muscular 
y una capa extracelular (o membrana basal), tenida de rojo. La celula madre 
no diferenciada presenta este color amarillo porque expresa una proteina 
que no se encuentra en la fibra muscular diferenciada. b ) Parte de un muscu¬ 
lo tibial de raton en el cual todos los nucleos tenidos de azul se derivan por 
division de unas pocas celulas madre trasplantadas. Para obtener este resul- 
tado experimental, una sola miofibrilla de donante (que contiene unas 20 
celulas madre) se habia trasplantado tres semanas antes en un musculo que 
se irradio para destruir su propia poblacion de celulas madre. Las descen- 
dientes de las celulas madre trasplantadas se encuentran en todo el musculo. 
(Tomada de Charlotte A. Collins, et al., Cell 122:291, 2005; con 
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resultados son preliminares y no se ha determinado el mecanismo de la 
action benefica de las celulas. A1 parecer, las celulas madre de la medula 
osea trasplantada no se diferencian directamente en celulas de musculo 
cardiaco, sino que tienen un efecto indirecto, es posible que estimulen 
la formation de nuevos vasos sanguineos. De hecho, la pregunta acerca 
de si las celulas madre de un tipo de tejido pueden “transdiferenciarse” 
en celulas de un tipo de tejido distinto queda sin responder a pesar de 
los grandes esfuerzos por disipar esa duda. 

La mayor expectation en el campo del trasplante celular, y los 
debates mas encendidos, proviene no de estudios sobre celulas madre 
de adulto sino de investigaciones sobre celulas madre embrionarias 
(ES, embryonic stem ), que se aislan de embriones de mamifero de etapas 
muy tempranas (vease fig. 2). Se trata de celulas de embrion en una eta- 
pa temprana que dan origen a las diversas estructuras del feto. A dife- 
rencia de las celulas madre de adulto, las celulas ES pueden cultivarse 
por tiempo indefinido y no hay controversia acerca de su capacidad 
de diferenciacion. Las celulas ES son pluripotenciales\ es decir, pueden 
diferenciarse en cualquier tipo de celula del cuerpo. En la mayoria de 
los casos, las celulas ES se han aislado de embriones proporcionados 
por clinicas de fecundation in vitro. A nivel mundial, se dispone para 
investigation experimental de docenas de lineas de celulas madre 
embrionarias humanas geneticamente distintas, cada una derivada de 
un solo embrion. 

El objetivo a largo plazo de los investigadores clinicos es apren- 
der a inducir a las celulas ES para que se diferencien en cultivo en los 
tipos celulares deseados que puedan usarse para la terapia de reemplazo 
celular. Se ha logrado un avance considerable en este sentido, y varios 
estudios muestran que los trasplantes de celulas derivadas de ES dife- 
renciadas pueden mejorar la salud de animales con organos enfermos 
o danados. Es probable que en los primeros ensayos en seres humanos 
se utilicen celulas, llamadas oligodendrocitos, que producen las vainas 
de mielina que recubren las celulas nerviosas (vease fig. 4-5). Mediante 
ensayo y error se observo que cuando las celulas ES humanas se culti- 
vaban en un medio con insulina, hormona tiroidea y una combination 
de factores de crecimiento, se diferenciaban en colonias de oligoden¬ 
drocitos puras. Cuando se colocaban implantes de estos oligodendroci¬ 
tos humanos en ratas con lesiones paralizantes de la medula espinal, los 
animales recuperaban un grado considerable de movilidad. Se planean 
ensayos clinicos en los cuales estos oligodendrocitos derivados de ES 
se implantaran en pacientes con lesion reciente de la medula espinal. El 
principal riesgo de este tipo de procedimiento es la presencia inadver- 
tida de celulas ES no diferenciadas entre la poblacion celular diferen- 
ciada. Las celulas ES no diferenciadas son capaces de formar un tipo 
de tumor benigno, llamado teratoma, que podria contener una masa 
peculiar de diversos tejidos diferenciados, incluidos cabellos y dien- 
tes. La formation de un teratoma dentro del sistema nervioso central 
podria tener consecuencias graves. 

Aunque las celulas madre del adulto son incapaces de experimen- 
tar la diferenciacion ilimitada que es caracteristica de las celulas ES, 
tienen una ventaja sobre estas en el sentido de que pueden aislarse del 
individuo que se trata y por tanto no estan expuestas al rechazo inmu- 
nitario cuando se usan en una reposition celular ulterior. Sin embar¬ 
go, quiza sea posible “personalizar” celulas ES de modo que posean la 
misma constitution genetica que el individuo al que se trata, y de este 
modo no esten sujetas al ataque del sistema inmunitario del receptor. 
Es probable que esto pueda lograrse mediante un procedimiento con- 
tinuo, mostrado en la figura 2, que comienza con un ovulo no fecun- 
dado obtenido de los ovarios de una mujer donante no emparentada. 
En este metodo, el nucleo del ovulo no fecundado seria sustituido por 
el nucleo de una celula del paciente por tratar, lo cual daria al ovulo 
la misma composition cromosomica del paciente. Entonces se permi- 
tiria al ovulo desarrollarse hasta una etapa embrionaria temprana, y 
las celulas ES se extraerian, cultivarian e inducirian a diferenciarse en 
el tipo de celulas necesarias para el paciente. Este mismo metodo se 
modificaria para tratar a individuos con determinados trastornos here- 
ditarios, como distrofia muscular o inmunodeficiencias, al corregir el 
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FIGURA 2 Procedimiento para obtener celulas diferenciadas para la tera¬ 
pia de reemplazo celular. Se toma un pequeno fragmento de tejido del 
paciente y un nucleo de una de las celulas se implanta en un oocito donante 
al que antes se le elimino su nucleo. Se permite que el oocito (huevo) resul- 
tante se desarrolle como embrion temprano, se obtienen y cultivan las celu¬ 
las madre embrionarias derivadas. Se induce a una poblacion de estas 
mismas celulas a diferenciarse en las celulas requeridas, las que luego se 
implantan en el paciente para restaurar la fimcion del organo afectado. En 
2005 se publicaron experimentos de este tipo, pero se descubrio que eran 
fraudulentos. 


defecto genetico en las celulas ES aisladas antes de ponerlas en cultivo. 
Debido a que este procedimiento implica la formation de un embrion 
humano que solo se usa como fuente de celulas ES, existen importantes 
cuestiones eticas que deben resolverse antes de que pueda practicarse 
de manera sistematica. 

Al momento en que este escrito se realizo, el gobierno de Estados 
Unidos estaba impedido para financiar investigaciones sobre cualquier 
linea de ES que haya sido creada despues de agosto de 2001. jY si 
fuera posible generar celulas ES a partir de un embrion sin afectar 
su supervivencia o potential de desarrollo? Los tecnicos que trabajan 
en clinicas de fecundidad continuamente toman una de las celulas de 
un embrion incipiente en busca de defectos cromosomicos o geneti- 
cos de otros tipos. La celula aislada es destruida en este proceso de 
prueba, pero suele ser posible colocar el resto del embrion en el apa- 
rato reproductor de la madre para que se desarrolle normalmente. En 
fechas recientes se ha informado que las celulas individuales tomadas 
de un embrion de ocho o 10 celulas pueden colocarse en un medio de 
cultivo apropiado, donde tienen posibilidades de desarrollarse en una 
linea de celulas madre pluripotenciales . En otras palabras, una celula 
individual de un embrion humano puede dar origen a celulas capa¬ 
ces de diferenciarse en cualquier tipo de celula somatica que pudiera 
necesitarse, sin destruir el embrion del cual se tomo la celula. Si bien 
no es probable que este tipo de procedimiento se generalice en las 
clinicas populares, tal vez constituya un recurso para obtener celulas 
madre embrionarias humanas que puedan estudiarse en proyectos de 
investigation patrocinados por el gobierno. 
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Varios laboratorios han venido trabajando en la busqueda de 
metodos para “personalizar” celulas ES sin recurrir a la formation de un 
embrion humano potencialmente viable. En un enfoque, los investiga- 
dores generaron embriones activando oocitos con un estimulo quimico 
en vez de hacerlo por la via normal de activation, que implica la fusion 
de un oocito con un espermatozoide. Estos oocitos activados dan ori- 
gen a embriones llamados partenotos, incapaces de desarrollarse hasta el 
termino pero que contienen celulas ES pluripotenciales. Los partenotos 


como fuente de celulas ES tienen la ventaja adicional sobre los embrio¬ 
nes normales de que contienen los genes de un solo progenitor. Debido 
a que son geneticamente mas sencillas que las celulas ES normales, las 
celulas ES de un partenoto serian mucho mas faciles de adaptar para 
los receptores que necesitan el trasplante celular. Un banco de unos 
pocos cientos de estas lineas de celulas ES seria suficiente para cubrir 
las necesidades de la mayoria de los miembros de la poblacion. 


El tamano de las celulas y sus componentes 

La figura 1-19 muestra las dimensiones relativas de diferentes 
estructuras de interes en biologia celular. De forma habitual se 
utilizan dos unidades de medicion lineal para describir el inte¬ 
rior de una celula: el micrometro (|im) y el nanometro (nm). 
Un micrometro es igual a 10 -6 metros y un nm a 10 -9 metros. El 
angstrom (A), que es igual a una decima parte de un nanometro, 
lo utilizan muchas veces los biologos moleculares para cuanti- 
ficar dimensiones atomicas. De manera simple, un angstrom 
equivale al diametro de un atomo de hidrogeno. Las moleculas 
biologicas grandes (p. ej.,macromoleculas) se describen en angs¬ 
troms o nanometros. La mioglobina, una proteina globular tipi- 
ca cuyo tamano es de 4.5 nm x 3.5 nm x 2.5 nm,y las proteinas 
muy largas (como la colagena o la miosina) son mayores de 100 
nm de longitud y el DNA es de 2.0 nm de ancho. Los complejos 
macromoleculares, como los ribosomas, microtubulos y micro- 
filamentos, oscilan entre 5 y 25 nm de diametro. A pesar de sus 
pequenas dimensiones, estos complejos macromoleculares son 
de forma destacada las complejas “nanomaquinas” capaces de 
realizar diversas actividades mecanicas, quimicas y electricas. 

Las celulas y sus organelos se cuantifican con mayor facili- 
dad en micrometros. Por ejemplo, el nucleo posee un diametro 
aproximado de 5 a 10 |im y la mitocondria, de 2 |tm de largo. 
Por lo general, las celulas procariotas se encuentran en los limi- 
tes de 1 a 5 pm de largo y las celulas eucariotas de 10 a 30 pm. 
Hay diferentes razones por las cuales casi todas las celulas son 
tan pequenas. Considerense las siguientes. 

• La mayoria de las celulas eucariotas posee un solo nucleo 
que contiene unicamente dos copias de la mayoria de los 
genes. Debido a que los genes sirven como moldes para la 
production de RNA mensajeros portadores de information, 
una celula solo puede producir un numero limitado de estos 
RNA en un tiempo especifico. El gran volumen citoplasmico 
de la celula hace posible sintetizar los mensajes que requiere 
esta celula. 

• A medida que una celula incrementa su tamano, decrece la 
relation area de superficie/volumen. 3 La capacidad de una 
celula para intercambiar sustancias con su medio ambiente 
es proportional a su area de superficie. Si una celula creciera 
mas alia de cierto tamano, su superficie podria ser insuficien- 


3 El lector puede constatar este enunciado calculando el area superficial y el volumen 
de un cubo cuyos lados miden 1 cm en comparacion con un cubo con lados de 10 
cm. La relation area superficial/volumen del cubo pequeno es mas grande en grado 
notable que la del cubo grande. 


te para captar las sustancias (p. ej., oxigeno, nutrimentos) 
necesarias para sustentar sus actividades metabolicas. Las 
celulas especializadas en la absorcion de solutos, como las 
del epitelio intestinal, poseen casi siempre microvellosidades 
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FIGURA 1-19 Tamanos relativos de las celulas y sus componentes. Las 

estructuras que se muestran son diferentes en tamano por mas de siete 
ordenes de magnitud. 
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por medio de las cuales se incrementa en gran medida el area 
superficial disponible para el intercambio (vease fig. 1-3). El 
interior de una gran celula vegetal lo ocupa las mas de las 
veces una gran vacuola llena de liquido, en lugar de un cito- 
plasma activo a nivel metabolico (vease fig. 8-36 b). 

• Una celula depende en buena medida del movimiento alea- 
torio de las moleculas ( difusion). Por ejemplo, el oxigeno 
debe difundirse desde la superficie de la celula a traves del 
citoplasma hasta el interior de su mitocondria. El tiempo 
requerido para esta difusion es proporcional al cuadrado de la 
distancia que se recorre. Por ejemplo, el 0 2 necesita solo 100 
microsegundos para difundirse a una distancia de un micro¬ 
metro, pero un tiempo de 10 6 veces mayor para hacerlo a 
una distancia de un milimetro. Cuando una celula es grande 
y aumenta la distancia de la superficie al interior, el tiempo 
requerido para el movimiento por difusion de las sustancias 
hacia dentro y fuera de una celula activa en sentido metabo¬ 
lico puede ser muy grande e inoperante. 


mas simples. Stanley concluyo de manera erronea que el virus 
del mosaico del tabaco (TMV) era una proteina. De hecho, el 
TMV es una particula semejante a un baston que consiste en 
una sola molecula de RNA cubierta por una capa helicoidal 
compuesta de subunidades proteicas (fig. 1-20). 

Los virus provocan una docena de enfermedades humanas, 
entre ellas el sida, poliomielitis, influenza, exantemas, sarampion 
y algunos tipos de cancer (vease seccion 16.2). Los virus se pre- 
sentan en una amplia variedad de formas diferentes, tamanos 
y estructura, si bien comparten ciertas caracteristicas comunes. 
Todos los vims son parasitos intracelulares obligados, esto es, no 
se pueden reproducir a menos que se encuentren dentro de una 
celula huesped. Segun sea el virus especifico, el huesped puede 
ser una planta, animal o bacteria. Fuera de las celulas vivas, los 
virus existen como particulas, o viriones, que son una especie de 
paquete macromolecular. El virion contiene una cantidad peque- 
na de material genetico que, en relation con el virus del que se 
trate, puede ser un DNA o RNA de cadena sencilla o doble. Lla¬ 
ma la atencion que algunos virus tienen tan solo tres a cuatro 


REVISION 


1. Compare una celula procariota y una eucariota respecto 
de sus diferencias en estmctura, funcion y metabolismo. 

2. ^Cual es la importancia de la diferenciacion celular? 

3. ^Por que las celulas casi siempre son microscopicas? 

4. Si una mitocondria midiera 2 |im de largo, ^a cuantos 
angstroms, nanometros y milimetros equivaldria? 
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Hacia finales del siglo xix, los trabajos de Louis Pasteur 
y otros habian convencido al mundo cientifico de que las enfer¬ 
medades infecciosas de las plantas y los animales se debian a la 
presencia de bacterias, pero los estudios de la enfermedad del 
mosaico del tabaco en plantas de este tipo y la fiebre aftosa 
del ganado apuntaron a la existencia de otro tipo de agente 
infeccioso. Se encontro, por ejemplo, que la savia de una planta 
de tabaco enferma podia transmitir la enfermedad del mosai¬ 
co a una planta sana, aunque la savia no mostro evidencias de 
bacterias cuando se examino bajo un microscopio optico. Para 
obtener mas information en cuanto al tamano y naturaleza del 
agente infeccioso, el biologo ruso Dimitri Ivanovsky hizo pasar 
la savia de una planta enferma a traves de filtros cuyos poros eran 
tan pequenos que retardaron el paso de las bacterias mas peque- 
nas conocidas. El filtrado no dejo de ser infectivo, lo que llevo a 
Ivanovsky a concluir que ciertas anormalidades eran secundarias 
a agentes patogenos mas pequenos y, de modo presumible, mas 
simples que las bacterias diminutas que se conocian. Estos pato¬ 
genos se conocieron como virus. 

En 1935, Wendell Stanley, del Rockefeller Institute, notified 
que el virus causante de la enfermedad del mosaico del tabaco 
pudo cristalizarse y que los cristales eran infecciosos. Los com- 
ponentes que los formaron tenian una estructura muy orde- 
nada, definida y eran mucho menos complejos que las celulas 
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FIGURA 1-20 Virus del mosaico del tabaco (TMV). a ) Modelo de una por¬ 
tion de una particula del TMV. Las subunidades proteicas son identicas en 
toda la particula, cuya forma es alargada y en su interior se encuentra una 
cadena sencilla de RNA en forma de helice (rojo). b ) Micrografia electroni- 
ca de particulas del TMV captadas despues del tratamiento con fenol para 
eliminar las subunidades proteicas de la parte media de la particula, que se 
observa en la parte superior de la fotografia, y la remocion de la proteina de 
los extremos, que se observa en la particula inferior. Las particulas intac- 
tas son de unos 300 nm de longitud y 18 nm de diametro. ( A , cortesia 
de Gerald Stubbs, Keiichi Namba y Donald Caspar; B , cortesia de 
M. K. Corbett.) 
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FIGURA 1-21 Diversidad viral. Estructuras de a ) un adenovirus; b ) un virus de la inmunodeficiencia 
humana (VIH),y c) un bacteriofago T tipico. (Nota: estos virus no se representan a la misma escala.) 


genes diferentes, pero existen otros que pueden tener hasta varios 
cientos de ellos. El material genetico del virion esta rodeado por 
una capsula proteinica, o capside. Los viriones son agregados 
macromoleculares, particulas inanimadas que por si mismas son 
incapaces de reproducirse, metabolizar o realizar cualquier otra 
de las actividades relacionadas con la vida. Por ello, los vims no se 
consideran organismos y no se les describe como seres vivos. 

Las capsides virales generalmente estan constituidas por 
un numero especifico de subunidades. Existen muchas venta- 
jas en la construction mediante subunidades; una de las mas 
obvias es la economia de information genetica. Si una cubierta 
viral esta conformada por muchas copias de una sola proteina, 
como es el caso del TMV, o de pocas proteinas, como sucede 
con las cubiertas de muchos otros virus, solo se necesita uno o 
unos pocos genes que codifiquen las proteinas de esta estructura. 
Muchos virus tienen una capside cuyas subunidades estan orga- 
nizadas en un poliedro, es decir, una estructura con caras planas. 
Una forma poliedrica en particular comun en los virus es el ico- 
saedro de 20 lados. Por ejemplo, los adenovirus que causan las 
enfermedades respiratorias en los mamiferos poseen una capside 
icosaedrica (fig. 1-21«). En muchos virus de animales, incluido 
el virus de la inmunodeficiencia humana (VTH) causante del sida, 
la capside proteica esta rodeada por una envoltura lipidica exter¬ 
na que proviene de la membrana plasmatica modificada de la 
celula huesped, obtenida cuando el virus salio por gemacion de 
la superficie celular (fig. \-2\h). Los virus bacterianos o hacte- 
riofagos se encuentran entre los virus mas complejos (fig. 1 -21 c). 
Los bacteriofagos T (que se utilizaron en experimentos clave 
que revelaron la estructura y propiedades del material geneti¬ 


co) consisten en una cabeza poliedrica que contiene DNA, un 
tallo cilindrico por medio del cual el DNA se inyecta dentro de 
la celula bacteriana y un grupo de fibras en el extremo; en su 
conjunto, la particula viral ofrece el aspecto de un modulo de 
alunizaje. 

Cada virus posee en su superficie una proteina que es capaz 
de unirse a un componente definido de la superficie de la celula 
huesped. Por ejemplo, la proteina que se proyecta de la superficie 
de la particula del VIH (definida como gpl20 en la figura 1-21 .b, 
recibe ese nombre por tratarse de una glucoproteina de 120 000 
daltons) 4 interactua con una proteina especifica (llamada CD4) 
que se localiza en la superficie de algunos leucocitos sanguineos, 
lo cual facilita la entrada de los virus a la celula huesped. La inter¬ 
action de las proteinas virales y las del huesped determina la 
especificidad del virus, esto es, los tipos de celula huesped en los 
que los virus pueden entrar e infectar. Algunos virus tienen un 
amplio espectro de huespedes y son capaces de infectar celulas de 
diferentes organos o especies huespedes variadas. Por ejemplo, 
el vims que causa la rabia es capaz de infectar muchos tipos de 
mamiferos huespedes que incluyen perros, murcielagos y seres 
humanos. Sin embargo, la mayoria de los virus tiene un espectro 
relativamente reducido de huespedes. Esto es casi siempre cier- 
to, por ejemplo, para los virus del resfriado comun y la influenza 
humana, que solo pueden infectar las celulas del epitelio respi- 
ratorio del huesped humano. 


4 Un dalton equivale a una unidad de masa atomica, la masa de un atomo de hidro- 
geno pH). 
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Un cambio en la especificidad de la celula hospedadora 
puede tener notables consecuencias. Este aspecto es ilustrado de 
manera dramatica por la pandemia de gripe de 1918, que causo 
la muerte de mas de 30 millones de personas en todo el mundo. 
El virus fiie especialmente letal entre adultos jovenes, que no 
suelen sucumbir a la gripe. De hecho, las 675 000 muertes por 
el virus en Estados Unidos redujeron temporalmente las expec- 
tativas de vida en varios anos. En uno de los logros mas acla- 
mados (y polemicos) de los ultimos anos, los investigadores 
pudieron determinar la secuencia genomica del virus causante 
de la pandemia y reconstituir este en su estado plenamente viru- 
lento. Para ello aislaron los genes virales (que son parte de un 
genoma constituido por ocho moleculas separadas de RNA que 
codifican 11 proteinas diferentes) de los restos preservados de 
personas que murieron a causa de la infeccion 90 anos antes. Las 
muestras mejor preservadas se obtuvieron de una mujer amerin- 
dia que foe sepultada en el permafrost de Alaska. La secuencia 
del “virus 1918” sugirio que el patogeno habia pasado de aves a 
personas. Aunque el virus habia acumulado una cantidad con¬ 
siderable de mutaciones, que lo adaptaron para un hospedador 
mamifero, nunca habia intercambiado material genetico con un 
virus de la gripe humana, una posibilidad que se contemplo has- 
ta entonces. 

El analisis de la secuencia del virus 1918 ha aportado 
algunos indicios que explican por que foe tan letal y como se 
transmite de manera tan eficiente de una persona a otra. Con 
base en la secuencia genomica, el virus 1918 se reconstituyo en 
particulas infecciosas las cuales en pruebas de laboratorio se 
observo que eran excepcionalmente virulentas. Mientras que 
los ratones de laboratorio suelen sobrevivir a la infeccion por 
virus de la gripe humana moderna, la cepa 1918 reconstituida 
math a 100% de los ratones infectados y produjo enormes can- 
tidades de particulas virales en los pulmones de esos animales. 
Dado el riesgo potencial para la salud publica, el informe de la 
secuencia completa del virus 1918 y su reconstitution solo se 
realizaron despues de la aprobacion por paneles de seguridad 
gubernamentales y la demostracion de que las vacunas y los far- 
macos antigripales existentes protegen a los ratones contra el 
virus reconstituido. 

A pesar del tamano viral que es en extremo pequeno, en 
fechas recientes se ha podido seguir su travesia en la celula 
bajo el microscopio optico. Esta hazana se logro debido a que 
por primera vez se marco cada particula viral con una mole- 
cula fluorescente y entonces se observaron pequenos vehiculos 
luminosos. El movimiento individual de varias particulas virales 
durante el curso de una infection se muestra en la figura 1-22. 
Por medio de esta metodologia se ha podido advertir que los 
virus penetran de modo abrupto la membrana de la celula hues- 
ped en menos de una decima de segundo y alcanzan el nucleo en 
15 minutos, donde toman el control de la capacidad de sintesis 
celular. Como lo ejemplifica este experimento, el uso de marca- 
dores fluorescentes march un hito en el estudio de la actividad 
celular, al suministrar a los investigadores la capacidad de visua- 
lizar procesos que de otra forma seria imposible observar. 

Existen dos tipos basicos de infection viral: 1) En la mayo- 
ria de los casos, los virus secuestran las actividades de sintesis 
normales de la celula hospedadora y las reorientan para utilizar 
los materiales disponibles para elaborar acidos nucleicos virales 
y proteinas que forman un virion nuevo. En otras palabras, los 
virus no crecen como las celulas; se ensamblan de forma directa 
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FIGURA 1-22 Rastreo de un virus bajo el microscopio. Las lmeas coloreadas 
son las rutas que toman los virus individuates marcados con fluorescen- 
cia; se muestra la forma en que “abordan” para infectar una celula viva del 
tipo HeLa. Las trayectorias revelan diferentes estados de infeccion. El virus 
causante de las trayectorias 1 y 2 se difunde fuera de la celula; los virus de 
la trayectoria 3 han penetrado la membrana celular externa y se encuen- 
tran en el citoplasma; los virus de la trayectoria 4 ingresan al nucleo celular. 
(Reimpresa con autorizacion de G. Seisenberger, et al., Science 
294:1929,2001, cortesia de C. Brauchle, Copyright © 2001 Ameri¬ 
can Association for the Advancement of Science.) 


a partir de sus elementos para crear viriones de tamano maduro. 
Por ultimo, la celula infectada se disuelve (lisis) y libera una nueva 
generation de particulas virales capaces de infectar a las celulas 
proximas. Un ejemplo de este tipo de infection Utica se muestra 
en la figura 1-23 a. 2) En otros casos, el virus infectivo no causa la 
muerte de la celula hospedadora, sino que en lugar de ello inserta 
{Integra) su DNA en el DNA cromosomico de la celula hospe¬ 
dadora. El DNA viral integrado se conoce como provirus. Un 
provirus integrado puede tener diferentes efectos que dependen 
de la celula hospedadora y el tipo de virus. Por ejemplo: 

• Las celulas bacterianas que poseen un provirus funcionan 
con normalidad hasta que se exponen a un estimulo, como la 
radiation ultravioleta, la cual activa al DNA viral latente, 
lo que da lugar a la lisis celular y liberation de la progenie 
viral. 

• Algunas celulas animales que contienen un provirus crean una 
nueva progenie viral por gemacion de la superficie celular sin 
producir lisis de la celula infectada. El virus de la inmunode- 
ficiencia humana (VIH) acfoa de esa forma; una celula infec¬ 
tada puede permanecer viva por un tiempo y funtionar como 
una fabrica para la production de viriones nuevos (fig. l-23£). 
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FIGURA 1-23 Una infection viral, a ) Micrografia que muestra 
un estadio tardio en la infection de una celula bacteriana por 
un bacteriofago. Las partfculas virales se ensamblan dentro de la celula y 
las cubiertas vacias del fago estan presentes en la superficie celular. b) La 
micrografia muestra particulas de VIH que geman a partir de un linfocito 
humano infectado. ( A , cortesia de Jonathan King y Erika Hartwig; B , 
CORTESIA DE HANS GeLDERBLOM.) 


• Algunas celulas animales que poseen un provirus pierden el 
control de su propio crecimiento y division y experimentan 
una conversion a celulas malignas. Este fenomeno se estudia 
en el laboratorio con facilidad al infectar cultivos celulares 
con el virus tumoral apropiado. 

Los virus no carecen de virtudes; puesto que las fiinciones 
de los genes virales semejan las actividades de los genes del hos- 


pedador, los investigadores han utilizado por decadas a los virus 
como herramienta de investigation para analizar el mecanismo 
de la replication del DNA y la expresion genica en sus hospe- 
dadores, que son mas complejos. De modo adicional, los virus 
se usan como vectores para introducir genes foraneos en celulas 
humanas, una tecnica que sirve como base para su aplicacion en 
el tratamiento de las enfermedades humanas por medio de la 
terapeutica genica. En fecha reciente, los virus que matan a las 
bacterias y los insectos pueden tomar un papel destacado en la 
guerra contra las plagas por insectos y patogenos bacterianos. 
Los bacteriofagos se han utilizado por decadas en el tratamiento 
de infecciones bacterianas en Europa del este y Rusia, mientras 
que los medicos de Occidente emplean los antibioticos. Debido 
al aumento de la resistencia bacteriana para los antibioticos, los 
bacteriofagos pueden marcar el regreso a esta terapeutica con base 
en resultados prometedores realizados en ratones infectados. En 
la actualidad, varias companias biotecnologicas producen bacte¬ 
riofagos con miras a combatir infecciones bacterianas y proteger 
determinados alimentos contra la contamination bacteriana. 


Viroides 

De forma sorpresiva, en 1971 se descubrio que los virus no eran 
los tipos mas simples de agentes infecciosos. En ese ano T. 0. 
Diener del U.S. Department of Agriculture comunico que la enfer- 
medad de la deformation fusiforme del tuberculo de la papa, que 
ocasiona que estas se agrieten y formen nudos, se debia a un 
agente infeccioso formado por una molecula circular pequena 
de RNA desprovista por completo de cubierta proteica. Diener 
llamo a este agente patogeno viroide. El tamano del RNA de los 
viroides oscila entre 240 y 600 nucleotidos, la decima parte del 
tamano de los virus mas pequenos. No existen evidencias de que 
el RNA del viroide desnudo pueda codificar alguna proteina. En 
realidad, cualquier actividad bioquimica donde intervienen los 
viroides tiene lugar al usar las proteinas de la celula hospedadora. 
Por ejemplo, para duplicarse dentro de una celula infectada, el 
RNA del viroide utiliza la polimerasa II del RNA de la celula 
hospedadora, una enzima que transcribe el DNA del hospe- 
dador en RNA mensajero. Se piensa que los viroides provocan 
enfermedad al interferir con la via normal de la expresion genica 
celular. Los efectos de esta infection en las cosechas puede ser 
grave: una enfermedad viroide llamada cadang-cadang (o muerte 
lenta) acabo con las palmeras cocoteras en plantaciones de las 
islas Filipinas y otro viroide causo grandes estragos a la industria 
de los crisantemos en Estados Unidos. El descubrimiento de un 
tipo diferente de agente infeccioso mas simple que el viroide se 
describe en la section Perspectiva humana del capitulo 2. 


REVISION 


1. ,;Que propiedades distinguen a un virus de una bacteria? 

2. ^Que tipos de infecciones son capaces de causar los virus?, 
^como es posible estudiar a los virus bajo el microscopio 
optico? 

3. Compare y analice: nucleoide y nucleo; el flagelo de una 
bacteria y el de un espermatozoide; un microorganismo 
archaea y una cianobacteria; la fijacion de nitrogeno y 
la fotosintesis; los bacteriofagos y los virus del mosaico 
del tabaco; un provirus y un virion. 





ORIGEN DE LAS CELULAS EUCARIOTAS 25 


V f A S EXPERIMENTALES 


Origen de las celulas eucariotas 



Como se ha visto en este capftulo, las celulas se pueden dividir de 
manera apropiada en dos grupos: celulas procariotas y eucariotas. A1 
tiempo en que se propuso esta division de las celulas vivas, los biologos 
se han mostrado fascinados con esta pregunta: ^cual es el origen de las 
celulas eucariotas? Existe un acuerdo general (pero no universal) de 
que las celulas procariotas: a) aparecieron antes que las celulas euca¬ 
riotas y b) dieron lugar a ellas. El primer enunciado puede verificarse 
de manera directa a partir de los registros fosiles, que muestran que las 
celulas procariotas estan presentes en rocas que datan de hace 2 700 
millones de anos (pag. 8), en promedio 1 000 millones de anos, antes de 
que apareciera cualquier evidencia de las celulas eucariotas. El segundo 
enunciado se infiere del hecho de que los dos tipos celulares se hallan 
relacionados debido a que comparten muchas caracteristicas complejas 
(p. ej., codigo genetico, enzimas, vfas metabolicas y membranas plas- 
maticas, que son muy semejantes) que pudieron evolucionar de manera 
independiente en organismos diferentes. 

Hasta el ano de 1970 se pensaba por lo general que las celulas 
eucariotas habian evolucionado a partir de las celulas procariotas por 
medio de un proceso evolutivo gradual en el cual los organelos de las 
celulas eucariotas llegaron a ser mas complejos de manera progresiva. 
La aceptacion de este concepto cambio de forma drastica tras los tra- 
bajos de Lynn Margulis de la Boston University. Margulis resucito la 
idea propuesta y rechazada anos atras, segun la cual ciertos organelos 
de una celula eucariota, de manera mas notable la mitocondria y los 
cloroplastos, habian evolucionado de celulas procariotas pequenas que 
se integraron al citoplasma de celulas hospedadoras mas grandes. 1,2 
Esta hipotesis se conoce como la teoria endosimbiotica dado que 
describe como una celula “compuesta” de mayor complejidad puede 
evolucionar a partir de dos o mas celulas mas simples que viven en una 
relation simbiotica. 

Se presume que los ancestros procariotas mas tempranos fueron 
celulas heterotroficas: anaerobias debido a que obtuvieron su energia a 
partir de materiales alimenticios sin la intervention de la molecula de 
oxigeno (0 2 ) y heterotroficas puesto que fueron incapaces de sintetizar 
compuestos organicos a partir de precursores inorganicos (como C0 2 y 
agua), pero en lugar de ello tuvieron que obtener compuestos organicos 
antes elaborados a partir de su ambiente. 


FIGURA 1 Modelo que representa los posibles pasos en la evolu¬ 
tion de las celulas eucariotas, incluido el origen de las mitocon- 
driasy los cloroplastos por endosimbiosis. En el paso 1, un gran procariota 
anaerobio y heterotrofico capta a un procariota aerobio pequeno. Existe 
fuerte evidencia que indica que el procariota fagocitado file un ancestro de 
las rickettsias actuales, un grupo de organismos que son causantes del tifo y 
otras enfermedades. En el paso 2, el endosimbionte aerobico evoluciono a 
una mitocondria. En el paso 3, una portion de la membrana plasmatica se 
ha invaginado y formado el precursor de la envoltura nuclear y el reticulo 
endoplasmico adjunto. El eucariota primitivo que se muestra en el paso 3 da 
lugar a dos grandes grupos de eucariotas. En una via (paso 4), el eucariota 
primitivo evoluciona a los organismos no fotosinteticos, como los protistas, 
hongos y celulas animales. En la otra via (paso 5), el eucariota primitivo 
capta un procariota fotosintetico, el cual file un endosimbionte que evo¬ 
luciono a cloroplasto. (Nota: la fagocitosis del endosimbionte del paso 1 
sucedio despues del desarrollo de algunas de las membranas internas, pero 
existe evidencia que sugiere que este fue un paso temprano en la evolution 
de los eucariotas.) 


De acuerdo con la version de la teoria endosimbiotica, un gran 
procariota heterotrofico y anaerobio ingirio a un pequeno procario¬ 
ta aerobio (paso 1, fig. 1). El pequeno procariota resistio la digestion 
dentro del citoplasma y establecio su residencia como un endosim- 
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bionte permanente. Cuando la celula hospedadora se reprodujo, el 
endosimbionte tambien lo hizo y de esa forma una colonia de celulas 
compuestas se genero con rapidez. Despues de muchas generaciones, 
los endosimbiontes perdieron diferentes caracteristicas, que no fueron 
indispensables para la supervivencia, y asi los microbios que un dia 
tuvieron respiration independiente del oxigeno evolucionaron a los 
precursores de las mitocondrias actuales (paso 2, fig. 1). 

Como se describio, una celula cuyos ancestros se formaron por 
medio de sucesos simbioticos secuenciales, pudo generar una linea 
de celulas que evolucionaron con otras caracteristicas basicas a partir de 
las celulas eucariotas, incluido un sistema de membranas (membrana 
nuclear, reticulo endoplasmico, aparato de Golgi, lisosomas), un citoes- 
queleto complejo y una division celular parecida a la mitosis. Se ha 
propuesto que estas caracteristicas aparecieron por medio de un pro- 
ceso de evolution gradual mas que en un solo paso, como se cree que 
sucedio en la adquisicion del endosimbionte. Por ejemplo, el reticulo 
endoplasmico y las membranas nucleares pudieron derivar de alguna 
portion de la membrana plasmatica externa de la celula que se inter- 
nalizo y se transformo en un tipo de membrana diferente (paso 3, fig. 
1). La celula que desarrollo estos compartimientos infernos diferentes 
debio ser el ancestro de una celula eucariota heterotrofica, como una 
celula de hongo o protista (paso 4, fig. 1). Se penso que en los fosiles 
mas antiguos se encontraban restos eucariotas que datan desde unos 
1 800 millones de anos. 

Se ha propuesto que la adquisicion de otro endosimbionte, de 
manera especifica una cianobacteria, convirtio a un eucariota hete- 
rotrofico temprano en el ancestro de los eucariotas fotosinteticos: las 
algas verdes y las plantas (paso 5, fig. 1). La adquisicion de los cloro- 
plastos (hace alrededor de mil millones de anos) tal vez fue uno de los 
ultimos pasos en la secuencia del proceso de endosimbiosis debido a 
que estos organelos solo estan presentes en plantas y algas. Sin embar¬ 
go, todos los grupos de eucariotas conocidos: a) tienen mitocondrias o 
b) muestran evidencia definitiva de que han evolucionado a partir de 
organismos que poseen estos organelos. 2 

La division de los organismos vivos en dos categorias, procario- 
tas y eucariotas, muestra una dicotomia basica en la estructura celular, 
pero no marca una distincion filogenetica precisa, esto es, que refleje la 
relation evolutiva entre los organismos vivos. ^Como se determinan las 
relaciones evolutivas entre los organismos que se separaron en el tiempo 
por miles de millones de anos en la forma de organismos procariotas 
y eucariotas? La mayoria de los metodos taxonomicos que se aplican 
para clasificar a los organismos de manera importante se basa en las 
caracteristicas estructurales y fisiologicas. En 1965, Emile Zuckerkandl 
y Linus Pauling propusieron una conducta diferente basada en la com¬ 
paracion de la estructura de moleculas informativas (proteinas y acidos 
nucleicos) de los organismos vivos. 3 Las diferencias entre organismos 
que se basan en la secuencia de los aminoacidos que conforman una 
proteina o la secuencia de nucleotidos que forman parte de un acido 
nucleico son el resultado de alteraciones en el DNA que heredaron a las 
descendencias. Se calcula que las mutaciones se pueden acumular en un 
gen con una frecuencia constante durante largos periodos. Por lo tanto, 
las comparaciones de secuencias de aminoacidos o nucleotidos pueden 
utilizarse para determinar la forma en que los organismos se rela- 
cionan de modo estrecho. Por ejemplo, dos organismos vinculados de 
forma cercana, esto es, que se separaron recientemente desde un ances- 


a Existen algunos eucariotas unicelulares anaerobios (p. ej., el parasito intestinal 
Giardia) que carece de mitocondria. Por anos, estos organismos formaron la base 
para la propuesta de que la endosimbiosis mitocondrial fue un suceso tardio que 
ocurrio despues de estos grupos sin mitocondria. Sin embargo, un analisis reciente 
del DNA nuclear de estos organismos indica la presencia de genes que se trans- 
firieron al nucleo desde la mitocondria, lo que sugiere que los ancestros de estos 
organismos perdieron este organelo en el transcurso de la evolution. 


tro comun, deberian tener minimas diferencias en un gen en particular 
en comparacion con dos organismos relacionados de manera distante, 
lo que significa que no tienen un ancestro comun. Por medio de esta 
information que se obtiene de la secuencia como un “reloj evolutivo”, 
los investigadores pueden construir arboles filogeneticos que muestran 
vias propuestas por las cuales los diferentes grupos de organismos vivos 
Uegaron a diverger en el curso de la evolution. 

A mediados de la decada de 1970, Carl Woese y colaboradores de 
la University of Illinois iniciaron una serie de estudios en organismos 
diferentes, tras comparar la secuencia de nucleotidos de la molecula 
del RNA que forma parte de la subunidad pequena del ribosoma. Este 
RNA, que se conoce como rRNA 16S en procariotas o rRNA 18S en 
eucariotas, se selecciono porque es muy abundante en las celulas, es 
facil purificarlo y cambia con lentitud a lo largo del tiempo durante 
la evolution, lo que significa que puede utilizarse para estudiar la rela¬ 
tion de organismos relacionados de manera muy distante. Existia una 
desventaja principal: la secuenciacion de los acidos nucleicos era muy 
laboriosa y los metodos requerian mucho tiempo. En su metodologia 
purificaron el rRNA 16S de una fuente en particular, despues sometie- 
ron la preparation al efecto de la enzima ribonucleasaTl, la cual digiere 
a la molecula en fragmentos pequenos llamados oligonucleotidos. Los 
oligonucleotidos de la mezcla se separaron por electroforesis bidimen- 
sional para producir una “huella” en dos dimensiones como se muestra 
en la figura 2. Ya separadas las moleculas, se determino la secuencia 
nucleotidica de cada uno de los oligonucleotidos y se comparo con la 
secuencia de diferentes organismos. En uno de sus primeros estudios, 
Woese y colaboradores analizaron el rRNA 16S de los ribosomas de 
cloroplastos del protista fotosintetico Euglena. 4 Encontraron que la 
secuencia del rRNA del cloroplasto se asemejo mucho mas a la secuen¬ 
cia del rRNA 16S presente en los ribosomas de las cianobacterias que 
su contraparte en los ribosomas citoplasmicos de los organismos euca¬ 
riotas. Este hallazgo represento una solida evidencia de que el origen 
simbiotico de los cloroplastos proviene de las cianobacterias. 

En 1977, Woese y George Fox publicaron un articulo notable 
sobre el estudio de la evolution molecular. 5 Compararon la secuencia 
nucleotidica del rRNA de una pequena subunidad que habian purifi- 
cado de 13 especies diferentes de organismos procariotas y eucariotas. 
Los datos de la comparacion de todas las parejas posibles de estos orga¬ 
nismos se muestran en el cuadro 1. Los numeros de la parte superior 
del cuadro identifican a los organismos y corresponden a los numeros del 
margen izquierdo del cuadro. Cada valor en el cuadro refleja la simili- 
tud en secuencia entre los rRNA de dos organismos que se comparan: 
el valor inferior refleja menor similitud entre las dos secuencias. Detec- 



FIGURA 2 Electroforesis bidimensional que muestra la “huella” de un 
RNAribosomal 16S de cloroplasto digerido con la enzima Tl. Los frag¬ 
mentos de RNA se sometieron a electroforesis en una direction bajo un pH 
de 3.5 y a su vez en una segunda direction a un pH de 2.3. (Tomada de 
L.B. Zablen, et al., Proc Nat’l Acad Sci USA 72:2419,1975.) 
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Cuadro 1 


Semejanzas de la secuencia nucleotida entre miembros representatives de los tres reinos primarios 



1 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

8 

9 

10 

11 

12 

13 

1. Saccharomyces cerevisiae, 18S — 

0.29 

0.33 

0.05 

0.06 

0.08 

0.09 

0.11 

0.08 

0.11 

0.11 

0.08 

0.08 

2. Lemna minor, 18S 

0.29 

— 

0.36 

0.10 

0.05 

0.06 

0.10 

0.09 

0.11 

0.10 

0.10 

0.13 

0.08 

3. Celula L, 18S 

0.33 

0.36 

— 

0.06 

0.06 

0.07 

0.07 

0.09 

0.06 

0.10 

0.10 

0.09 

0.07 

4. Escherichia coli 

0.05 

0.10 

0.06 

— 

0.24 

0.25 

0.28 

0.26 

0.21 

0.11 

0.12 

0.07 

0.12 

5. Cholorbium vibrioforme 

0.06 

0.05 

0.06 

0.24 

— 

0.22 

0.22 

0.20 

0.19 

0.06 

0.07 

0.06 

0.09 

6. Bacillusfirmus 

0.08 

0.06 

0.07 

0.25 

0.22 

— 

0.34 

0.26 

0.20 

0.11 

0.13 

0.06 

0.12 

7. Corynebacterium diptheriae 

0.09 

0.10 

0.07 

0.28 

0.22 

0.34 

— 

0.23 

0.21 

0.12 

0.12 

0.09 

0.10 

8. Aphanocapsa 6714 

0.11 

0.09 

0.09 

0.26 

0.20 

0.26 

0.23 

— 

0.31 

0.11 

0.11 

0.10 

0.10 

9. Cloroplasto {Lemna) 

0.08 

0.11 

0.06 

0.21 

0.19 

0.20 

0.21 

0.31 

— 

0.14 

0.12 

0.10 

0.12 


10. Methanebacterium 

thermoautotrophicum 

0.11 

0.10 

0.10 

0.11 

0.06 

0.11 

0.12 

0.11 

0.14 

— 

0.51 

0.25 

0.30 

11. M. ruminantium cepa M-l 

0.11 

0.10 

0.10 

0.12 

0.07 

0.13 

0.12 

0.11 

0.12 

0.51 

— 

0.25 

0.24 

12. Methanobacterium sp., 

aislada en cariaco JR-1 

0.08 

0.13 

0.09 

0.07 

0.06 

0.06 

0.09 

0.10 

0.10 

0.25 

0.25 

— 

0.32 

13. Methanosarcina barkeri 

0.08 

0.07 

0.07 

0.12 

0.09 

0.12 

0.10 

0.10 

0.12 

0.30 

0.24 

0.32 

— 


Fuente: C.R. Woese y G.E. Fox, Proc Nat’lAcad Sci USA 74:5089,1977. 


taron que las secuencias se conglomeraron en tres grupos distintos que 
se indican en el cuadro. Es evidente que los rRNA dentro de cada 
grupo (numeros 1-3,4-9 y 10-13) son mucho mas similares entre ellos 
en comparacion con los rRNA de otros dos grupos. El primero de los 
grupos que se muestra en el cuadro solo contiene eucariotas; el segundo 
esta formado de bacterias “tipicas” (grampositivas, gramnegativas y cia- 
nobacterias), y el tercer grupo esta integrado por bacterias de especies 
metanogenas (que producen metano). Para su sorpresa, Woese y Fox 
concluyeron que los organismos metanogenos “no parecen estar mas 
vinculados con las bacterias tipicas respecto de lo que estan en relation 
con el citoplasma de los eucariotas”. Estos resultados indican que los 
miembros de estos tres grupos representan tres lineas evolutivas que se 
han separado una de la otra en un estadio evolutivo muy temprano de 
los organismos celulares. Por consecuencia, estos investigadores asig- 
naron estos organismos a tres reinos diferentes que denominaron urca- 
riotas, eubacterias y arqueobacterias, una terminologia que ha dividido 
a los procariotas en dos grupos distintos. 


Investigaciones posteriores apoyan la teoria de que los procariotas 
pudieron dividirse en dos linajes relacionados de modo distante y esto 
agranda la categoria de las arqueobacterias para incluir por lo menos a 
otras dos, las termofilas, que viven en ambientes de alta temperatura y 
chimeneas submarinas, y las halofilas, que viven en lagos y oceanos de 
alta salinidad. En 1989 se publicaron dos informes que cambiaron el 
arbol filogenetico y sugirieron que las arqueobacterias estaban relacio- 
nadas de manera mas estrecha con los eucariotas y menos con las eubac¬ 
terias. 6 ’ 7 Los dos grupos de investigadores compararon la secuencia de 
aminoacidos de algunas proteinas presentes en una amplia variedad 
de organismos procariotas, eucariotas, mitocondrias y cloroplastos. Se 
elaboro un arbol filogenetico a partir de los datos de las secuencias del 
RNA ribosomal, con lo que llegaron a la misma conclusion, como se 
muestra en la figura 3. 8 En este ultimo articulo, Woese y colaboradores 
propusieron un esquema taxonomico actualizado, el cual se ha acepta- 
do con unanimidad. En este esquema, las arqueobacterias, eubacterias 
y eucariotas se colocan en dominios separados, que se conocen como 


Bacteria Archaea 


Eucarya 



FIGURA 3 Arbol filogenetico basado en la com- 
paracion de secuencias del rRNA que muestra 
los tres dominios de la vida. Archaea se divide 
en dos subgrupos, como se indica. (Tomada de 
C.R. Woese, et al., Proc Nat’l Acad Sci USA 
87:4578,1990.) 
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Archaea, Bacteria y Eucarya, respectivamente. b Cada dominio puede 
dividirse en uno o mas reinos; por ejemplo, Eucarya puede separarse en 
los reinos tradicionales que contienen a los hongos, protistas, plantas 
y animales. 

De acuerdo con el modelo de la figura 3, la primera division prin¬ 
cipal del arbol de la vida genera dos linajes separados, uno que lleva 
a Bacteria y otro que conduce a Archaea y Eucarya. Si esta vision es 
correcta, se trata de un miembro del linaje de arqueobacterias y no 
del de eubacterias, que se incluye en los simbiontes y evoluciona en 
una celula eucariota. Aunque el hospedador procariota en esta relation 
simbiotica fue tal vez una arqueobacteria, los simbiontes que evolu- 
cionaron hacia mitocondrias y cloroplastos fueron casi con toda certe- 
za eubacterias, como lo indica su relation estrecha con los miembros 
modernos de este grupo. 

Hasta 1995, los arboles filogeneticos del tipo mostrado en la 
figura 3 se basaban sobre todo en el analisis del gen que codifica el 
rRNA 16S-18S. Para entonces, las comparaciones filogeneticas de un 
grupo de otros genes sugirieron que el esquema mostrado en la figura 
3 podria estar muy simplificado. Las preguntas acerca del origen de 
las celulas procariotas y eucariotas adquirieron relevancia entre 1995 
y 1997 con la publication de la secuencia completa de varios geno- 
mas procarioticos, tanto las eubacterias como las arqueobacterias y 
el genoma de una eucariota, la levadura Saccharomyces cerevisiae. Los 
investigadores podrian ahora comparar las secuencias de cientos de 
genes de manera simultanea y este analisis generara diferentes pregun¬ 
tas desconcertantes y volverian borrosas las lineas que diferenciaban a 
los tres dominios. 9 Por ejemplo, los genomas de diferentes arqueobac¬ 
terias mostraron la presencia de un numero significativo de genes de 
eubacteria. Para la mayor parte, los genes en la arqueobacteria, cuyos 
productos intervienen en los procesos informativos (estructura cromo- 
somica, transcription, traduction y replication), fueron muy diferentes 
respecto de sus contrapartes en las celulas de eubacterias y, de hecho, se 
asemejaron a los genes correspondientes en las celulas eucariotas. Esta 
observation se adecuo de modo satisfactorio al esquema de la figura 3. 
Sin embargo, muchos de los genes en las arqueobacterias que codifican 
enzimas del metabolismo muestran caracterfsticas inconfundibles de 
las eubacterias. 10,11 Los genomas de especies eubacterianas tambien 
revelan evidencias de un origen mezclado, casi siempre con un numero 
significativo de genes que portan caracteristicas de arqueobacterias. 12 

Casi todos los investigadores que estudian el origen de los organis- 
mos antiguos se apoyan en la description basica del arbol filogenetico, 
como el que se muestra en la figura 3 y argumentan que la presencia de 
genes parecidos a los de las eubacterias en las arqueobacterias y vicever- 
sa es el resultado de la transferencia de genes de unas especies a otras, 
un fenomeno conocido como transferencia lateral de genes (LGT). 13 De 
acuerdo con la premisa original que llevo a desarrollar el arbol filoge¬ 
netico de la figura 3, los genes se heredan desde un progenitor y no de 
un organismo proximo. Esta es la premisa que permite a un investiga- 
dor concluir que dos especies se encuentran muy relacionadas cuando 
ambas poseen un gen (p. ej., el gen del rRNA) de secuencia nucleoti- 
dica similar. Sin embargo, si las celulas pueden tomar genes de otras 
especies que se encuentran en su ambiente, entonces dos especies que 
en la actualidad no estan relacionadas pueden poseer genes de secuen¬ 
cia muy semejantes. Un dato de la importancia de la transferencia late¬ 
ral de genes en la evolution de los procariotas proviene de un estudio 
que compare los genomas de dos eubacterias relacionadas, Escherichia 
coli y Salmonella sp. Se descubrio que 755 genes o alrededor de 20% 


b Muchos biologos sienten desagrado por el uso de los terminos, arqueobacterias y 
eubacterias. Pese a que estos conceptos se tomaron de la bibliografia, y se reemplazan 
por lo general por archaea y bacteria, muchos investigadores en este campo todavia 
emplean los terminos formales publicados en los articulos. Debido a que este es un 
capitulo introductorio de un libro de texto, se decidio continuar con la nomenclatura 
de arqueobacteria y eubacteria para evitar confusiones con la palabra “bacteria”. 


del genoma de E. coli se deriva de genes “extranjeros” transferidos al 
genoma de E. coli durante los pasados 100 millones de anos, tiempo en 
el cual dos especies pueden separarse. Estos 755 genes se adquirieron 
como resultado de por lo menos 234 transferencias laterales separadas 
de muchas fuentes diferentes. 14 (El efecto de la transferencia lateral de 
genes en la resistencia a los antibioticos en las bacterias patogenas se 
discute en la section Perspectiva humana del cap. 3.) 

Si los genomas son un mosaico de genes compuestos que provie- 
nen de fuentes diversas, jcomo pueden seleccionarse los genes a utilizar 
en el establecimiento de las relaciones filogeneticas? De acuerdo con 
un punto de vista, los genes que intervienen en las actividades informa- 
tivas (transcription, traduction, replication) son los mejores objetivos 
para determinar las relaciones filogeneticas, debido a que estos genes 
son menos susceptibles a ser transferidos de manera lateral, en com- 
paracion con los genes que participan en las reacciones metabolicas. 15 
Estos autores aducen que los productos de los genes informativos (p. 
ej., rRNA) son parte de grandes complejos cuyos componentes deben 
interactuar con muchas otras moleculas. Es muy rare que el producto 
de un gen extranjero pueda integrarse en la estructura existente. Cuan¬ 
do los genes “informativos” se emplean como los sujetos de compara- 
cion,las arqueobacterias y las eubacterias tienden a separarse en grupos 
diferentes, si bien las arqueobacterias y eubacterias tienden a agruparse 
juntas como parientes evolutivos, como se muestra en la figura 3. 

El analisis de los genomas eucariotas ha arrojado evidencias simi- 
lares de una herencia mezclada. Estudios del genoma de levaduras 
muestran la presencia inconfundible de genes derivados de arqueo¬ 
bacterias y eubacterias. Los “genes informativos” tienden a mostrar 
propiedades de Archaea y los “genes metabolicos” caracteristicas de 
Eubacteria. 16 Hay diferentes explicaciones posibles para el caracter 
mezclado del genoma eucariotico. Las celulas eucariotas pudieron 
evolucionar a partir de ancestros de arqueobacteria y entonces tomar 
genes de las eubacterias con las cuales comparten el ambiente. Ademas, 
algunos de los genes en el nucleo de una celula eucariota derivan con 
claridad de los genes eubacterianos que se transfirieron desde el geno¬ 
ma de los simbiontes que evolucionaron a mitocondria y cloroplasto. 17 
Un grupo de investigadores adopto una position mas radical y propuso 
que el genoma eucariotico derivo originalmente de la fusion de una 
celula de arqueobacteria y eubacteria, seguida por la integration de sus 
dos genomas.P- c L 18 En virtud de estas rutas variadas de adquisicion de 
genes, es evidente que un simple arbol filogenetico no puede explicar la 
evolution del genoma completo de un organismo. Rev ' en 19,20 En reali¬ 
dad, cada gen o grupo de genes de un genoma en particular puede tener 
su propio arbol evolutivo, lo cual quiza sea desconcertante para los que 
tratan de determinar el origen de los primeros ancestros. 
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SINOPSIS 


La teoria celular posee tres postulados. a) Todos los organismos 
estan formados por una o mas celulas; b) la celula es la unidad basica 
de organizacion de la vida, y c) todas las celulas proceden de celulas 
previas (pag. 2). 

Las propiedades de la vida, tal y como se manifiestan en las celulas, 
se pueden describir como un conjunto de caracteristicas. Las celulas 
son muy complejas, su estructura tiene un grado alto de organizacion 
y es posible predecirla. La informacion para crear una celula esta codi- 
ficada en sus genes. Las celulas se reproducen por division celular y 
el suministro de energfa para realizar sus actividades se obtiene de la 
energfa qufmica; realizan reacciones qufmicas controladas por enzimas; 
participan en muchas actividades de tipo mecanico; reaccionan a estf- 
mulos,y tienen gran capacidad para autorregularse (pag. 3). 

Las celulas son procariotas o eucariotas. Las primeras se encuentran 
en las eubacterias y arqueobacterias, aunque los restantes tipos de orga¬ 
nismos, protistas, hongos, plantas y animales, estan compuestos de celu¬ 
las eucariotas. Las celulas procariotas y eucariotas comparten muchas 
caracteristicas en comun, que incluyen membrana celular semejante, un 
sistema similar para almacenar y utilizar informacion genetica y rutas 
metabolicas parecidas. Las celulas procariotas son mas simples, carecen 
de organelos del complejo membranoso (p. ej., retfculo endoplasmico, 
aparato de Golgi, mitocondrias y cloroplastos), cromosomas y estruc- 
turas citoesqueleticas, caracteristicas de las celulas eucariotas. Estos dos 
tipos de celulas tambien se pueden distinguir por sus mecanismos de 


division celular, sus estructuras de locomotion y el tipo de pared que 
producen (si acaso existiera una pared celular). Los animales y las plan¬ 
tas complejos contienen diferentes tipos celulares, cada uno especiali- 
zado en una actividad en particular (pag. 7). 

Casi todas las celulas tienen el mismo tamano microscopico. De 

manera caracterfstica, las celulas bacterianas poseen una dimension de 
1 a 5 Jim de largo, si bien las celulas eucariotas miden casi siempre 10 a 
30 Jim. Las celulas son microscopicas por razones diferentes: su nucleo 
posee un numero limitado de copias de cada gen; el area superficial 
(que sirve como una superficie de intercambio celular) se convierte en 
un factor limitante a medida que la celula incrementa su tamano; y 
la distancia entre la superficie celular y el interior llega a ser tambien 
demasiado grande para que la celula realice sus actividades mediante 
difusion simple (pag. 20). 

Los virus son patogenos no celulares que solo pueden reproducirse 
cuando se encuentran dentro de una celula viva. Fuera de la celula, 
los virus existen como un paquete macromolecular, tambien conoci- 
do como virion. Los viriones tienen diferentes formas y tamanos, pero 
todos consisten en acido nucleico viral, encerrado dentro de una estruc¬ 
tura que posee protefnas virales. Las infecciones virales pueden inducir: 
a) la destruction de la celula hospedadora, acompanada de la produc¬ 
tion de progenie viral, o b) la integration del acido nucleico viral en el 
DNA de la celula hospedadora, lo que a menudo altera las actividades 
celulares. Los virus no se consideran organismos vivos (pag. 21). 


PREGUNTAS ANALITICAS 


1. Considere alguna interrogante acerca de la estructura o funcion 
celulares que son de interes. <:Los datos requeridos para responder 
la pregunta serfan mas faciles de obtener si se trabajara en un ani¬ 
mal o en una planta completos o en una poblacion de celulas en 
cultivo?, ,:cuales serfan las ventajas y desventajas en un organismo 
completo en comparacion con un cultivo celular? 

2. La figura 1-3 muestra una celula del epitelio intestinal con nume- 
rosas microvellosidades. <;Cual es la ventaja del organismo al poseer 
estas estructuras?, <;que esperarfa que le sucediera a un individuo que 
pierde las microvellosidades a causa de una mutation hereditaria? 

3. Las primeras celulas humanas que se cultivaron con exito proce- 
dieron de un tumor maligno. <;Cree usted que esto refleja solo la 
disponibilidad de celulas cancerosas o que estas celulas son mejo- 
res para cultivo celular?, <;por que? 


4. Las representaciones de las celulas vegetales y animales de la figura 
1-8 bye indican ciertas estructuras presentes en las celulas de la plan¬ 
ta, pero que estan ausentes en las celulas animales. ,;C6mo piensa 
que cada una de estas estructuras afecta a la planta en su totalidad? 

5. Se ha observado que las celulas poseen receptores en su superficie 
que reaccionan a estfmulos especfficos. Muchas celulas en el cuerpo 
humano tienen receptores que les permiten unir hormonas espeef- 
ficas que circulan en la sangre. <:Por que cree que estos receptores 
hormonales son importantes?, <:cual serfa el efecto sobre las acti¬ 
vidades fisiologicas del organismo si las celulas no tuvieran estos 
receptores o si todas las celulas tuvieran los mismos receptores? 

6. Si tuviera que argiiir que los virus son organismos vivos, ,;que 
caracteristicas de la estructura y funcion virales debe usted referir 
en sus argumentos? 
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7. Si se asume que las actividades dentro de la celula suceden de una 
manera semejante a la caricatura de Rube Goldberg de la figura 
1-7, <:en que difieren de una actividad humana, como armar un 
automovil en una lfnea de ensamble o encestar en un juego de 
baloncesto? 

8. Los nucleos de las celulas eucariotas, diferentes respecto de las 
celulas bacterianas, estan cubiertos por una doble membrana que 
posee poros complejos. <;C6mo podria afectar esto el transito entre 
el DNA y el citoplasma de una celula eucariota en comparacion 
con una celula procariota? 

9. Examine la fotografia del protista ciliado de la figura 1-16 y consi- 
dere algunas de las actividades en las cuales participa esta celula y 
en las que no participa una celula muscular o nerviosa de su propio 
organismo. 

10. <:Que tipo de celulas alcanzarfa el mayor volumen: una celula muy 
aplanada o una esferica?, <;por que? 

11. Suponga que fuera usted un cientffico de 1890 y que estudia una 
enfermedad de las semillas del tabaco que retarda el crecimiento 
de las plantas y mancha sus hojas. Usted descubre que el extracto de 
una planta enferma, cuando se agrega a una planta sana, es capaz 
de transmitir la enfermedad a esta ultima. Examina el extracto en 
el mejor microscopio optico de esa epoca y no encuentra evidencia 
de bacterias. Hace pasar forzadamente el lisado a traves de filtros 
cuyos poros son tan diminutos que retardan el paso de las bacterias 


mas pequenas que se conocen y el lfquido que pasa a traves del 
filtro retiene la capacidad de transmitir la enfermedad. A1 igual 
que Dimitri Ivanovsky, que realizo estos experimentos hace mas 
de 100 anos, usted quiza deberfa concluir que el agente infeccioso 
fue un tipo desconocido de bacteria pequena y extrana. <;Que clase 
de experimentos deberfa realizar en la actualidad para probar esta 
hipotesis? 

12. La mayorfa de los biologos que estudian la evolution piensa que 
todas las mitocondrias han evolucionado a partir de una mitocon- 
dria ancestral unica y que todos los cloroplastos proceden de uno 
primigenio unico. En otras palabras, el suceso simbiotico que dio 
lugar a cada uno de estos organelos ocurrio solo una vez. Si este es 
el caso, ,:a que nivel del arbol filogenetico de la figura 3, pagina 27, 
colocarfa la obtencion de estos organelos? 

13. Hubo gran controversia en torno a la publicacion de la secuen- 
cia completa del virus 1918 de la influenza y la reconstitution de 
partfculas virales activas. Quienes respaldaban la publicacion sos- 
tenfan que este tipo de information podria ayudar a comprender 
mejor la virulencia de los virus gripales y a desarrollar mejores 
tratamientos contra ellos. Los que se oponfan argumentaban que 
el virus podria ser reconstituido por bioterroristas o que existfa el 
peligro de otra pandemia causada por la liberation accidental del 
virus por un investigador descuidado. <:Cual es su opinion sobre los 
meritos de realizar este tipo de investigation? 
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E ste capitulo comienza con un breve analisis de las bases atomicas de la materia, un 
tema al parecer sin relation directa con un libro de texto de biologia. Aun la vida 
se basa en las propiedades de los atomos y se regula por los mismos principios de 
la quimica y la fisica, al igual que otros tipos de materia. El nivel de organization de la 
celula solo es un pequeno paso despues del nivel atomico, como se observa al examinar la 
importancia de los movimientos de algunos atomos de las moleculas durante actividades 
como la contraction muscular o el transporte de sustancias a traves de las membranas 
celulares. Las propiedades de las celulas y sus organelos derivan de forma directa de las 
actividades de sus moleculas. Considerese un proceso como la division celular, que puede 
observarse con gran detalle bajo el microscopio optico conventional. Para comprender 
las actividades que ocurren cuando una celula se divide es necesario conocer, por ejemplo, 
los aspectos de las interacciones entre las moleculas proteicas y el DNA (acido desoxirri- 
bonucleico) que hacen posible la condensation de los cromosomas en estructuras empa- 
quetadas semejantes a un baston y su separation en celulas diferentes; la conformation 
molecular de proteinas que contienen microtubulos permite a estas desensamblarse en 
un momento en la celula y ensamblarse en otra localization diferente; ademas, hace posi¬ 
ble que las propiedades de los lipidos le confieran a la membrana celular externa su plas- 
ticidad, de manera que pueda desplazarse hasta el centra de la celula y dividirla en dos 
partes. Es imposible comenzar a comprender la fisiologia celular sin un conocimiento 
razonable de la estructura y propiedades de los tipos principales de moleculas biologicas. 
El objetivo del presente capitulo es: proporcionar la information necesaria acerca de la 


Un complejoformado entre dos macromoleculas diferentes. Una pardon de una molecula de DNA (que se mues- 
tra en azul) forma un complejo con unaprotetna integrada por dos subunidades polipepttdicas, una en rojo y 
la otra en amarillo. Las partes de laprotelna que se insertan en los surcos del DNA ban detectado y unido una 
secuencia especifica de nucleotidos en la molecula de acido nucleico. (Cortesi'a de A. R. Ferre-D’Amare y 
Stephen K. Burley.) 
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quimica de la vida para permitir al lector comprender las bases 
de la vida. Primero se analizan los tipos de enlaces que pueden 
formarse entre los atomos. • 


2.1 ENLACES COVALENTES _ 

Los atomos que conforman una molecula se encuentran 
unidos por medio de enlaces covalentes donde pares de electro- 
nes se comparten entre pares de atomos. La formation de enlaces 
covalentes entre dos atomos se rige por el principio fundamental 
segun el cual un atomo es mas estable cuando su capa electronica 
mas externa se ocupa por completo. Por lo tanto, el numero de 
enlaces que un atomo puede formar guarda relation directa con el 
numero de electrones necesarios para completar la capa externa. 

B ~\ 


+ 1 * 
H 

Primera capa 
electronica 


La estructura electronica de algunos atomos se represen- 
ta en la figura 2-1. La orbita externa (unica) de los atomos de 
hidrogeno o helio se llena cuando posee dos electrones; la orbita 
externa de otros atomos que se muestran en la figura 2-1 se 
completa cuando tienen ocho electrones. De esta manera, un 
atomo de oxigeno con seis electrones en su capa externa puede 
completar esta orbita al combinarse con dos atomos de hidroge¬ 
no y formar una molecula de agua. El atomo de oxigeno se une 
a cada atomo de hidrogeno por medio de un enlace covalente 
simple (representado como H:0 o H—0). En la formation de 
un enlace covalente se libera energia que luego debe reabsorber- 
se cuando se rompe el enlace. La energia requerida para romper 
los enlaces covalentes C—H, C—C o C—0 es muy alta, por lo 
general entre 80 y 100 kilocalorias por mol (kcal/mol) 1 de mole- 
culas, y ello crea la estabilidad de estos enlaces en la mayoria de 
las condiciones. 


1 Una caloria es la cantidad de energia termica requerida para aumentar un grado 
centigrade) la temperatura de un gramo de agua. Una kilocaloria (kcal) es igual a 
1 000 calorias. Tambien la energia puede expresarse en julios, una cuantificacion 
utilizada de manera historica para medir la energia en forma de trabajo. Una kiloca¬ 
loria es igual a 4 186 julios. En cambio, 1 julio = 0.239 calorias. Un mol es igual al 
numero de Avogadro (6 X 10 23 ) de moleculas. Un mol de una sustancia es su peso 
molecular expresado en gramos. 


V 



FIGURA 2-1 Representacion grafica del ordenamiento de electrones en 
algunos atomos comunes. Los electrones estan presentes alrededor del 
nucleo del atomo en “nubes” u or bit as, definidos por sus enlaces que pueden 
tener una forma esferica o en mancuerna. Cada orbita contiene un maximo 
de dos electrones porque los electrones (puntos oscuros en la figura) estan 
agrupados en pares. La orbita mas interna es simple (por tanto, dos electro¬ 
nes), la segunda orbita tiene cuatro orbitas (ocho electrones), la tercera tam¬ 
bien cuatro orbitas, y asi de modo sucesivo. El numero de electrones de la 
capa externa determina sobre todo las propiedades quimicas de un elemento. 


Los atomos con un numero similar de electrones en la orbita externa tienen 
propiedades similares. El litio (Li) y el sodio (Na), por ejemplo, poseen un 
electron en la orbita externa y ambos son metales muy reactivos. Los ato¬ 
mos de carbono (C) y silicio (Si) pueden cada uno unirse con cuatro atomos 
diferentes. Sin embargo, en virtud de su tamano, un atomo de carbono pue¬ 
de unirse a otros atomos de carbono y crear moleculas organicas de cadenas 
largas, en tanto que el silicio no es capaz de formar moleculas comparables. 
El neon (Ne) y el argon (Ar) tienen completa su orbita externa, lo que hace 
a estos atomos apenas reactivos (se los conoce como gases inertes). 
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En muchos casos, dos atomos pueden unirse por medio de 
enlaces en los que se comparte mas de un par de electrones. Si se 
comparten dos pares de electrones, como sucede en la molecula 
de oxigeno (0 2 ), el enlace covalente es un enlace doble y, si es 
el caso de tres pares de electrones (como en una molecula de 
nitrogeno, N 2 ), se trata de un enlace triple. No se sabe que existan 
enlaces cuadruples. El tipo de enlace entre los atomos tiene con- 
secuencias importantes en la determination de la forma de las 
moleculas. Por ejemplo, los atomos unidos por un enlace sim¬ 
ple son capaces de rotar uno en relacion con el otro, aunque los 
atomos con dobles (y triples) enlaces no tienen esta capacidad. 
Como se muestra en la figura 6-6, los enlaces dobles pueden 
funcionar como centros de captation de energia, activados por 
procesos vitales como la respiration y la fotosintesis. 

Cuando los atomos son del mismo elemento, como en el H 2 , 
el par de electrones de la ultima orbita se comparten entre los 
dos atomos unidos. Sin embargo, cuando dos atomos diferentes 
se unen de manera covalente, el nucleo de un atomo con carga 
positiva ejerce mayor fuerza de atraccion sobre los electrones 
externos del otro. En consecuencia, los electrones compartidos 
tienden a localizarse mas proximos al atomo de mayor fuerza 
de atraccion, es decir, al atomo mas electronegativo. Entre los 
atomos presentes con mas frecuencia en las moleculas biologicas 
el nitrogeno y el oxigeno son mucho mas electronegativos. 

Moleculas polares y no polares 

Considerese el caso de una molecula de agua. Los atomos de 
oxigeno del agua atraen a los electrones con mayor fuerza que 
los atomos de hidrogeno. Como resultado, se dice que los enla¬ 
ces 0—H de la molecula de agua estan polarizados, de manera 
que uno de los atomos tiene carga partial negativa y el otro tiene 
carga partial positiva. Por lo general, esto se expresa de la mane¬ 
ra siguiente: 

8“ Extremo de carga negativa 



8+ 8+ Extremo de carga positiva 


Las moleculas, como la del agua, con distribution asimetrica de 
la carga electrica (o dipolo ), se conocen como moleculas pola¬ 
res. Las moleculas polares de importancia biologica contienen 
uno o mas atomos electronegativos, casi siempre O, N, S o estos 
y P. Cuando las moleculas no poseen atomos electronegativos y 
enlaces polarizados, como sucede con las moleculas que estan 
constituidas de atomos de carbono e hidrogeno, se dice que son 
no polares. La presencia de enlaces muy polarizados es de extre¬ 
ma importancia para determinar la reactividad de las moleculas. 
Las moleculas no polares grandes, como las ceras y las grasas, 
tienden a ser relativamente inertes. Algunas de las moleculas 
biologicas mas interesantes, incluidas las proteinas y los fosfoli- 


pidos (que se revisan mas adelante), contienen regiones polares 
y no polares que actuan de manera muy diferente. 

lonizacion 

Algunos atomos son tan electronegativos que pueden capturar 
electrones de otros atomos durante una reaction quimica. Por 
ejemplo, cuando los elementos como el sodio (un metal platea- 
do) y el cloro (un gas toxico) se mezclan, el unico electron en la 
capa mas externa de cada atomo de sodio se desplaza a la capa 
mas externa del atomo de cloro deficiente en un electron. Como 
consecuencia, estos dos elementos se transforman en atomos 
cargados, es decir, iones. 

2Na + :C1:C1: -» 2Na:CL -> 2Na + + 2=C1 

Puesto que el ion cloro posee un electron adicional (en relation 
con el numero de protones de su nucleo), este tiene una carga 
negativa (CL) y se denomina anion. El atomo de sodio, que ha 
perdido un electron, posee una carga positiva adicional (Na + ) y 
se llama cation. Cuando se presentan en cristales, estos iones 
forman cloruro de sodio o sal de mesa comun. 

Los iones de Na + y CL mencionados antes son relativa¬ 
mente estables porque sus capas mas externas estan completas. 
Una disposition diferente de electrones dentro de un atomo 
puede generar especies muy reactivas conocidas como radicales 
libres. La estructura de los radicales libres y su importancia en 
biologia se consideran en la section Perspectiva humana. 


REVISION 


1. Los atomos de oxigeno tienen ocho protones en su nucleo. 
^Cuantos electrones poseen?, ^cuantos orbitales se encuen- 
tran en su capa de electrones interna?, ^cuantos electrones 
se hallan en su capa mas externa? y ^cuantos electro¬ 
nes puede recibir la ultima orbita antes de completarse? 

2. Compare: un atomo de sodio y un ion de sodio; un doble 
enlace y uno triple; un atomo de baja electronegatividad 
y uno de alta; la distribution de electrones alrededor 
de un atomo de oxigeno unido a otro de oxigeno y un 
atomo de oxigeno unido a dos de hidrogeno. 


2.2 ENLACES NO COVALENTES _ 

Los enlaces covalentes son uniones muy fiiertes estable- 
cidas entre los atomos que conforman una molecula. Las inter- 
acciones entre las moleculas (o entre partes diferentes de una 
molecula biologica grande) se establecen por diferentes uniones 
debiles llamadas enlaces no covalentes. Los enlaces no covalen¬ 
tes no dependen de electrones compartidos, sino de las fuerzas 
de atraccion entre los atomos de cargas opuestas. Los enlaces no 
covalentes individuales son debiles (1 a 5 kcal/mol) y por lo tan- 
to se rompen con rapidez y se forman de nueva cuenta. Como se 
observa en este libro, esta caracteristica permite que los enlaces 
no covalentes intervengan en las interacciones dinamicas entre 
las moleculas de la celula. 
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PERSPECTIVA HUMANA 


Radicales libres como causa de envejecimiento 


,;Por que los seres humanos tienen un maximo de vida de unos 100 
anos en comparacion con las especies mas cercanas, como el chimpan- 
ce, que viven casi la mitad de ese tiempo? Muchos biologos piensan 
que el envejecimiento proviene de una acumulacion gradual de dano 
en los tejidos corporales. Quiza el DNA padezca la alteration mas 
destructiva. Las modificaciones del DNA llevan a la generation de 
mensajes geneticos erroneos que promueven la degeneration celular 
gradual. ^Que hace que suceda el dano celular y por que ocurre en 
menos tiempo en el chimpance en comparacion con el ser humano? La 
respuesta puede residir en el nivel atomico. 

Los atomos se estabilizan cuando sus capas estan saturadas de 
electrones. Las capas electronicas poseen orbitas, cada una de las cuales 
puede tener no mas de dos electrones. Los atomos o las moleculas que 
poseen orbitas con un solo electron no pareado tienden a ser muy ines- 
tables, y se conocen como radicales libres. Los radicales libres pueden 
formarse cuando se rompen los enlaces covalentes, de tal forma que 
cada portion se queda con una mitad de los electrones compartidos; 
tambien se generan cuando un atomo o molecula acepta un solo elec¬ 
tron transferido durante una reaction de oxidorreduccion. Por ejem- 
plo, el agua puede convertirse en radicales libres cuando se expone a la 
radiation solar: 

h 2 o->ho- + h- 

radical 

hidroxilo 

(“•” indica un radical libre) 

Los radicales libres son en extremo reactivos y pueden alterar de mane- 
ra quimica muchos tipos de moleculas, entre ellas proteinas, llpidos y 
acidos nucleicos. La formation de radicales hidroxilo tal vez sea una de 
las razones principales de que la luz solar sea tan nociva para la piel. 

En 1956, Denham Harman, de la University of Nebraska, propuso 
que el envejecimiento era el resultado del dano a los tejidos producido 
por los radicales libres. Puesto que el tema de los radicales libres no 
era familiar para los biologos y los medicos, la propuesta no suscito 
gran interes. Despues, en 1969, Joe McCord e Irwin Fridovich, de la 
Duke University descubrieron una enzima, la dismutasa de superoxido 
(SOD), cuya unica funcion es destruir radicales libres (0 2 -_ ), un tipo 
de radical libre formado cuando el oxigeno molecular capta un electron 
adicional. La SOD cataliza la siguiente reaction: 

0 2 ‘- + 0 2 -- + 2H + —> H 2 0 2 + 0 2 

peroxido 
de hidrogeno 

El peroxido de hidrogeno es una sustancia oxidante muy reactiva, por 
lo que se usa como desinfectante y agente blanqueador. Si no se des- 
truye con rapidez, el H 2 0 2 puede transformarse y formar radicales 
hidroxilo que atacan a las macromoleculas de la celula. En condiciones 
normales, el peroxido de hidrogeno se destruye en la celula por medio 
de la enzima catalasa o la peroxidasa de glutation. 

Investigaciones posteriores revelaron que los radicales superoxi¬ 
do se forman dentro de las celulas durante el metabolismo oxidativo 
normal y que una dismutasa de superoxido esta presente en las celulas 
de diferentes organismos, desde las bacterias hasta los seres humanos. 
De hecho, los animales poseen tres versiones diferentes (isoformas) de 


la SOD: una citosolica, otra mitocondrial y una extracelular. Se estima 
que 1 a 2% del oxigeno que capta la mitocondria humana se puede 
convertir en peroxido de hidrogeno en lugar de convertirse en agua, 
que es el producto normal de la respiration. La importancia de la SOD 
es mas evidente en estudios de mutantes de bacterias y levaduras que 
carecen de esta enzima; estas celulas no pueden crecer en presencia de 
oxigeno. De manera similar, los ratones que no tienen la version mito¬ 
condrial de la enzima (SOD2) son incapaces de sobrevivir mas de una 
semana despues del nacimiento. A la inversa, los ratones manipulados 
geneticamente de modo que sus mitocondrias contengan altas concen- 
traciones de la enzima catalasa (que destruye H,0 2 ), viven 20% mas 
que los testigos no tratados. Este descubrimiento, del que se informo 
en 2005, constituye la primera demostracion de que mejores defensas 
antioxidantes pueden incrementar el lapso de vida de un mamifero. 

A pesar de que no se discute el gran poder destructivo de los 
radicales libres como el superoxido y los radicales hidroxilo, la impor¬ 
tancia de estos agentes como un factor en el envejecimiento es motivo 
de controversia. La hipotesis de Harman referente a los radicales libres 
y el envejecimiento tiene algunas predicciones. Por ejemplo, seria pre- 
visible que los animales con gran longevidad generen pocos radicales 
libres, posean gran capacidad para eliminar los radicales libres o tengan 
una capacidad superior para reparar los danos celulares infligidos por 
los radicales libres. Estos argumentos han recibido el apoyo de estudios 
recientes en los que se ha estudiado el crecimiento de los fibroblastos 
de raton y seres humanos en cultivo bajo condiciones convencionales de 
oxigeno (20%) y niveles de oxigeno reducido (3%). Los fibroblastos 
de raton (celulas de tejido conjuntivo) que crecen en condiciones de 
bajos niveles de oxigeno experimentan lesiones tan solo un tercio mas 
en el DNA y presentan mucho mas divisiones celulares antes del ter- 
mino de la division que los fibroblastos en las condiciones adecuadas 
de oxigeno. Los fibroblastos de raton cultivados en 20% de oxigeno 
sufren tres veces mas dano oxidativo en el DNA que los fibroblastos 
humanos cultivados bajo estas condiciones. Se ha observado que las 
celulas humanas poseen mayor capacidad para prevenir o reparar el 
dano oxidativo del DNA. 

El tiempo de vida de los mamiferos puede incrementarse si se res- 
tringen de manera estricta las calorias de la dieta. Como se demostro al 
principio en la decada de 1930, los ratones mantenidos en condiciones 
de restriction de calorias vivieron por lo regular de 30 a 40% mas que 
las camadas alimentadas con el contenido comun de calorias. Estudios 
de la velocidad metabolica de estos ratones han arrojado resultados con- 
tradictorios, pero existe un consenso general acerca de que los animales 
alimentados con bajos contenidos caloricos tienen una marcada dimi¬ 
nution de 0 2 '~ y H 2 0 2 , lo cual puede explicar su longevidad tan mar¬ 
cada. Estudios prospectivos que abarcan largos periodos se realizan en 
monos para observar si pueden vivir mas anos y mas sanos alimentados 
con dietas restringidas en calorias. Sin embargo, no ha pasado el tiempo 
suficiente para determinar si los animales han maximizado su tiempo de 
vida (por lo general de unos 40 anos); los estudios preliminares notifican 
bajos niveles de glucosa, insulina y trigliceridos en sangre y sugieren 
que estos animales tienen menos probabilidades de padecer alteraciones 
relacionadas con la edad como diabetes y enfermedad arterial coronaria. 
Los niveles bajos de insulina en sangre parecen ser un factor impor- 
tante en la promotion de la longevidad; los estudios en nematodos y 
moscas de la fruta indican que al reducir la actividad de las hormonas 
semejantes a la insulina se puede incrementar la longevidad de estos 
invertebrados. 
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Un area relacionada es la investigation de sustancias conocidas 
como antioxidantes que son capaces de destruir los radicales libres. La 
venta de estas sustancias constituye una fuente importante de utili- 
dades para la industria de las vitaminas y los suplementos alimenti- 
cios. Los antioxidantes que se encuentran en el organismo incluyen al 
glutation, las vitaminas E y C y el beta caroteno (el color naranja de 
las zanahorias y otros vegetales). A pesar de que estas sustancias pro- 
veen un gran beneficio en la dieta debido a su capacidad para destruir 
radicales libres, los estudios en ratas y ratones no han suministrado 


evidencias de que retarden el envejecimiento o incrementen la vida de 
estos organismos. 

Un antioxidante que recibe considerable atencion es el reserva- 
trol, un compuesto polifenolico presente en altas concentraciones en la 
corteza de las uvas rojas. Existe la creencia ampliamente difundida de 
que el reservatrol es la causa de los beneficios para la salud atribuidos al 
vino tinto. En vez de eliminar radicales libres, al parecer dicha sustan- 
cia actua estimulando una enzima (Sir2) que tiene una participation 
importante en promover la longevidad. 


Aunque de manera individual los enlaces no covalentes 
son debiles, cuando gran numero de estos actua en conjunto, 
como sucede entre las dos cadenas sencillas de una molecula de 
DNA o entre las diferentes partes de una proteina, sus fuerzas 
de atraccion son aditivas. Tornados como un todo,los enlaces no 
covalentes proveen a las estructuras gran estabilidad. Se descri- 
ben diferentes tipos de enlaces no covalentes que son esenciales 
para la celula. 

Enlaces ionicos: atraccion 
entre atomos cargados 

Un cristal o grano de sal de mesa se mantiene unido por atrac- 
ciones electrostaticas entre los iones de Na + con carga positiva 
y los iones de Cl" con carga negativa. Este tipo de atraccion 
entre componentes completamente cargados se conoce como 
enlace ionico (o puente salino). Los enlaces ionicos en un grano 
de sal pueden ser muy fuertes. Sin embargo, si el grano de sal se 
disuelve en agua, cada uno de los iones individuales se rodea de 
moleculas de agua que impiden la aproximacion de los iones con 
carga opuesta para formar uniones ionicas (fig. 2-2). Debido a 
que las celulas estan formadas sobre todo por agua, los enlaces 



FIGURA 2-2 Disolucion de un cristal de sal. Cuando se coloca en agua un 
cristal de sal, los iones Na + y Cl - se rodean de moleculas de agua y se rompe 
el enlace ionico entre los dos iones. A medida que la sal se disuelve, los 
atomos de oxigeno con carga negativa de las moleculas de agua se conectan 
con los iones de sodio de carga positiva y los atomos de hidrogeno de carga 
positiva de las moleculas de agua se adhieren a los iones cloruro cargados 
de manera negativa. 


entre los iones libres son de importancia minima. En cambio, los 
enlaces ionicos debiles entre los grupos de carga opuesta de las 
moleculas biologicas grandes son de gran relevancia. Por ejem- 
plo, cuando los atomos de fosfato de carga negativa que son par¬ 
te de una molecula de DNA se vinculan de modo estrecho con 
los grupos de carga positiva de la superficie de una proteina (fig. 
2-3), los enlaces ionicos entre estos ayudan a mantener articu- 
lado el complejo. La fuerza ionica en una celula casi siempre es 
debil (alrededor de 3 kcal/mol) debido a que hay agua, pero en la 
parte interna de una proteina, donde no se permite la presencia 
del agua, estos enlaces pueden tener gran influencia. 

Puentes de hidrogeno 

Cuando un atomo de hidrogeno se une de manera covalente 
a un atomo electronegativo, en particular al atomo de oxigeno 
o nitrogeno, el unico par de electrones compartidos es des- 
plazado con una gran fuerza hacia el nucleo del atomo elec¬ 
tronegativo, lo cual deja una carga partial positiva al atomo 
de hidrogeno. Por consiguiente, el nucleo desnudo del atomo de 
hidrogeno, con carga positiva, puede aproximarse lo suficien- 
te para establecer una interaction de atraccion con el par de 
electrones externos no compartidos de un segundo atomo elec¬ 
tronegativo (fig. 2-4). Esta atraccion debil reciproca se conoce 
como enlace o puente de hidrogeno. 

Los puentes de hidrogeno se forman entre las moleculas 
con mayor polaridad y son en particular importantes en la deter¬ 
mination de la estructura y propiedades del agua (se discute mas 
adelante). Estos puentes tambien se forman entre los grupos 
polares presentes en las moleculas biologicas grandes, como los 
que se forman entre las dos cadenas sencillas de la molecula del 
DNA (vease fig. 2-3). Dado que su fuerza es aditiva, el gran 
numero de puentes de hidrogeno que se establece entre las cade¬ 
nas sencillas del DNA le permiten mantener estable su estructu¬ 
ra de doble helice. Sin embargo, como sus puentes de hidrogeno 
individuales son debiles (2 a 5 kcal/mol), la doble cadena puede 
separarse de manera partial y permitir el acceso de enzimas a las 
cadenas sencillas de la molecula del DNA. 

Interacciones hidrofobas 
y fuerzas de van der Waals 

A causa de su capacidad para interactuar con el agua, las mole¬ 
culas polares, como los azucares y los aminoacidos (que en 
breve se describen), se dice que son hidrofilos, o “amantes del 
agua”. Las moleculas no polares, como los esteroides o las gra- 
sas, practicamente son insolubles en agua debido a que carecen 
de regiones con carga atraibles hacia los polos de las moleculas de 
agua. Cuando los compuestos no polares se mezclan con el agua, 
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FIGURA 2-3 Los enlaces ionicos no covalentes juegan un papel importan- 
te en la interaccion de una molecula de protefna, a la derecha (atomos de 
color amarillo), con la molecula de DNA, a la izquierda. Los enlaces ionicos 
se forman entre los atomos de nitrogeno cargados de modo positivo en la 
protefna y los atomos de oxfgeno cargados de forma negativa en el DNA. 
La molecula de DNA consiste en dos cadenas separadas pero unidas por 
puentes de hidrogeno no covalentes. Aunque un enlace no covalente senci- 
llo es relativamente debil y se rompe con facilidad, un gran numero de tales 
enlaces entre estas dos moleculas, como entre las dos cadenas de DNA, 
suministra al complejo gran estabilidad. (Imagen superior cortesia de 
Stephen Harrison.) 


Puente de hidrogeno 

V 8+ 8- 5+ 8- y 

V 8+ 8" 8+ 8“ 

8 + 8 -/ 


FIGURA 2-4 Puentes de hidrogeno formados entre un atomo electronega- 
tivo enlazado, como el nitrogeno o el oxfgeno, que posee una carga parcial 
negativa, y un atomo de hidrogeno enlazado, que tiene una carga parcial posi- 
tiva. Los puentes de hidrogeno (de 0.18 nm) son casi el doble de los enlaces 
covalentes mas fuertes. 



Puente de hidrogeno 

v z* * 
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Interacciones hidrofobas 



FIGURA 2-5 En una interaccion hidrofoba, las moleculas no polares (hidro¬ 
fobas) se fuerzan para agruparse en agregados, lo cual minimiza su exposi- 
cion a las moleculas de agua circundantes. 


las moleculas no polares o hidrofobas (“que huyen del agua”) 
se congregan a fuerza, con lo cual minimizan su exposition al 
medio polar (fig. 2-5). Esta asociacion de moleculas no polares 
se conoce como interaction hidrofoba. Esto explica por que las 
gotas de grasa reaparecen con rapidez en la superficie de una 


sopa de res o polio aun despues de mezclar el liquido con una 
cuchara. Tambien esta es la razon de que los grupos no polares 
tiendan a localizarse en el interior de la mayoria de las proteinas 
solubles, lejos de las moleculas de agua que las rodean. 

Las interacciones hidrofobas descritas no se clasifican como 
enlaces verdaderos debido a que estas no son el resultado de una 






















2.2 ENLACES NO COVALENTES 37 


Separacion entre los centros de los atomos (A) 



Waals optima 
(a) 



(b) 

FIGURA 2-6 Fuerzas de van der Waals. a ) A medida que dos atomos se 
aproximan el uno al otro, experimentan una debil fuerza de atraccion que 
se incrementa por arriba de una distancia especifica, por lo general unos 4 
A. Si los atomos se aproximan mas, sus nubes electronicas se repelen de 
modo reciproco y dan lugar a que los atomos se separen. b ) Aunque las 
fuerzas de van der Waals individuals son muy debiles, un gran numero de 
estas fuerzas de atraccion se puede formar si dos macromoleculas tienen una 
superficie complementaria, como se indica de forma esquematica en esta 
figura (vease la fig. 2-40 para un ejemplo). 


atraccion entre las moleculas hidrofobas. 2 Ademas de este tipo 
de interaction, los grupos hidrofobos pueden formar uniones 
debiles entre si basadas en las atracciones electrostaticas. Las 
moleculas polares se vinculan debido a que tienen una distri¬ 
bution asimetrica permanente de carga en su estructura. Un 
analisis detallado de los enlaces covalentes que conforman una 
molecula no polar (como H 2 o CH 4 ) revela que la distribution 
de los electrones no siempre es simetrica. La distribution de 
electrones alrededor de un atomo en un instante definido es un 
tema estadistico y por tanto varia de un momento a otro. En 


2 Este enunciado refleja una hipotesis aceptada segun la cual un incremento de la 
entropia (desorden) determinalas interacciones hidrofobas. Cuando un gmpo hidro- 
fobo se proyecta dentro de un solvente acuoso, las moleculas del agua se ordenan en 
una jaula alrededor de los grupos hidrofobos. Las moleculas solventes se desordenan 
cuando el gmpo hidrofobo se aleja del solvente circundante. Puede encontrarse una 
exposicion de este y otros puntos de vista en Nature 437:640,2005 y en Curr. Opin. 
Struct. Biol. 16:152,2006. 


consecuencia, en un momento particular, la densidad de elec¬ 
trones puede ser mayor en un lado del atomo, aunque el atomo 
comparta por igual los electrones con algun otro atomo. Estas 
asimetrias transitorias en la distribution de electrones crean 
separaciones momentaneas de carga ( dipolos) dentro de la mole¬ 
cula. Si dos moleculas con dipolos transitorios se hallan muy 
cercanas y orientadas de manera apropiada, experimentan una 
atraccion debil conocida como fuerzas de van der Waals que 
une a estas moleculas. Mas aun, la separacion momentanea de 
carga en una molecula puede inducir una separacion similar en 
una molecula adyacente. De esta forma, se pueden generar fuer¬ 
zas de atraccion adicionales entre moleculas no polares. Una sola 
fuerza de van der Waals es muy debil (0.1 a 0.3 kcal/mol) y muy 
sensible a la distancia que separa a los dos atomos (fig. 2-6 a). Sin 
embargo, como se analiza en capitulos posteriores, las moleculas 
biologicas que interaccionan entre si, por ejemplo, un anticuer- 
po y una proteina en la superficie de un virus, por lo general 
poseen estructuras complementarias. Como resultado, muchos 
atomos de las moleculas que interactuan tienen la oportunidad 
de aproximarse de manera muy cercana (fig. 2-6 b) y por tanto 
las fuerzas de van der Waals son un factor importante en las 
interacciones biologicas. 

Las propiedades del agua mantienen la vida 

La vida en laTierra depende por completo del agua y este liqui- 
do puede ser esencial para la existencia en cualquier parte del 
universo. Aunque solo contiene tres atomos, una molecula de 
agua posee una estructura unica que confiere a esta molecula 
propiedades extraordinarias. 3 Entre las mas importantes figuran 
las siguientes: 

1. El agua es una molecula muy asimetrica con el atomo de 
O en un extremo y con los dos atomos de H en el extremo 
opuesto. 

2. Cada uno de los dos enlaces covalentes en la molecula esta 
muy polarizado. 

3. Los tres atomos en una molecula de agua pueden formar 
puentes de hidrogeno. 

Los atributos de la molecula del agua para mantener la vida pro- 
ceden de estas caracteristicas. 

Cada molecula de agua puede formar enlaces de hidro¬ 
geno hasta con otras cuatro moleculas de agua y crear una red 
de moleculas interconectadas (fig. 2-7). Cada enlace de hidro¬ 
geno se forma cuando este elemento con carga partial positiva 
de una molecula de agua se alinea con un atomo del oxigeno 
parcialmente negativo de otra molecula de agua. Debido al gran 
numero de enlaces de hidrogeno, las moleculas de agua tienden 
de manera repentina a adherirse entre si. Esta caracteristica es 
mas evidente al considerar las propiedades termicas del agua. 
Por ejemplo, cuando se calienta agua, la mayor parte de la ener- 


3 Una manera de valorar la estructura del agua consiste en compararla con H 2 S. Al 
igual que el oxigeno, el azufre tiene seis electrones en su capa externa y forma enlaces 
simples con dos atomos de hidrogeno. Empero, el atomo de azufre es mas grande 
y por lo tanto menos electronegativo que el oxigeno y su capacidad para formar 
enlaces de hidrogeno es muy reducida. A temperatura ambiente, el H 2 S es un gas, 
no un liquido. En realidad, la temperatura debe descender a -86°C antes que el H 2 S 
se congele para formar un solido. 
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FIGURA 2-7 Formacion de los puentes de hidrogeno entre las moleculas 
de agua contiguas. Cada atomo de H de una molecula tiene alrededor de 
cuatro decimas de una carga positiva completa y el atomo simple de O cerca 
de ocho decimas de una carga negativa completa. 


gia termica se consume para romper los puentes de hidrogeno 
en lugar de contribuir al movimiento de las moleculas (que se 
mide como aumento de la temperatura). De manera similar, la 
evaporation desde el estado liquido al gaseoso exige romper los 
puentes de hidrogeno que mantienen unidas a las moleculas de 
agua con sus vecinas y por esa razon se necesita tanta energia 
para convertir agua en vapor. Los mamiferos sacan provecho de 
esta propiedad cuando Sudan, puesto que el calor requerido para 
la evaporation del sudor se absorbe del cuerpo y posibilita que 
se enfrie el organismo. 

El pequeno volumen de agua en estado liquido presente 
en una celula contiene una mezcla muy compleja de sustancias 
disueltas, o solutos. De hecho, el agua es capaz de disolver mas 
tipos de sustancias que cualquier otro solvente. Sin embargo, 
el agua es mas que un solvente; determina la estructura de las 
moleculas biologicas y los tipos de interacciones en las que par- 
ticipa. El agua es el liquido matriz en el cual se construye la 
estructura insoluble de la celula. Tambien es el medio a traves 
del cual los materiales se mueven de un compartimiento a otro 


de la celula; es un reactivo o producto en muchas reacciones qui- 
micas, y protege de muchas formas a las celulas, por ejemplo, del 
calor excesivo, frio y radiation perjudicial. 

El agua es un factor de gran importancia en la celula debido 
a su capacidad para formar interacciones debiles con diferen- 
tes tipos de grupos quimicos. Recuerde que en la pagina 35 se 
describio como las moleculas de agua, con sus enlaces con alta 
polarization 0—H forman una cubierta que rodea a los iones 
y los aisla entre si. De manera similar, las moleculas de agua 
crean puentes de hidrogeno con las moleculas organicas que tie- 
nen grupos polares, como los aminoacidos y azucares (fig. 2-8), 
y tambien con las macromoleculas de la celula. Las moleculas 
polares son solubles dentro de las celulas debido a que son capa- 
ces de formar enlaces debiles no covalentes con el agua. 


REVISION 


1. Describa algunas de las propiedades que distinguen a 
los enlaces covalentes de los no covalentes. 

2. ^Que determina que las moleculas polares, como el azu- 
car, se disuelvan en agua?, ^por que las gotas de grasa se 
forman en las superficies de soluciones acuosas?, ^como 
ayuda la sudoracion para enfriar la superficie corporal? 


2.3 AC I DOS. BASES Y AMORTIGUADORES 

Los protones no solo se encuentran dentro del nucleo 
atomico, sino que tambien se liberan dentro del medio, siempre 
que un atomo de hidrogeno pierda un electron. Considerese el 
acido acetico (ingrediente esencial del vinagre), que puede sufrir 
la siguiente reaction descrita como disociacion. 


H .O: 

H .O: 


H:C ; C: - 

-> H:C:C':‘ 

+ H + 

H O 

H :Q=- 


H 



Acido 

Ion 

Proton 

acetico 

acetato 

(ion hidrogeno 


Puente de 



FIGURA 2-8 Vista esquematica de los tipos de puentes de hidrogeno que pue- 
den formarse entre una molecula de azucar y el agua en la cual esta disuelta. La 
molecula de azucar se muestra con base en un modelo de volumen completo, 
que es una manera comun de representar la estructura de una molecula. 


Una molecula capaz de liberar (donar) un ion hidrogeno se lla¬ 
ma acido. El proton liberado por la molecula del acido acetico 
en la reaction previa no permanece en estado fibre; se combina 
con otra molecula. Las posibles reacciones en las cuales participa 
un proton incluyen las siguientes: 

• Combination con una molecula de agua para formar un ion 
hidronio (H 3 0 + ). 

H + + H 2 0 -> H 3 0 + 

• Combination con un ion hidroxilo (OH - ) para formar una 
molecula de agua. 

H + + OH - -> H 2 0 

• Combination con un grupo amino (—NH 2 ) en una proteina 
para formar una amina con carga. 

H + + —NH 2 -> —NH 3 + 
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Cualquier molecula capaz de aceptar un proton se define como 
una base. Los acidos y bases existen en pares, o parejas. Cuando 
el acido pierde un proton (como cuando el acido acetico dona 
un ion hidrogeno), se forma una base (en este caso, ion acetato) 
y se conoce como base conjugada del acido. De manera similar, 
cuando una base (como un grupo —NH 2 ) acepta un proton, 
forma un acido (en este caso —NH p, el cual se denomina acido 
conjugado de dicha base. Asi, el acido siempre contiene una carga 
positiva mas que su base conjugada. El agua es un ejemplo de 
una molecula anfotera, esto es, aquella que puede servir como 
acido o base: 

H 3 0 + H + 4- H 2 0 OLT + H + 

Acido Molecula Base 

anfotera 

Se discute otro importante grupo de moleculas anfoteras, los 
aminoacidos, en la pagina 50. 

Los acidos varian de manera considerable en cuanto a la 
facilidad con la cual la molecula Uega a donar un proton. Cuanto 
mas facil se pierda el proton, es decir, cuanto menor sea la fuerza 
de atraccion de la base conjugada por su proton, mas fuerte es el 
acido. El cloruro de hidrogeno (o acido clorhidrico) es un acido 
muy fuerte que transfiere con rapidez su proton a las moleculas 
de agua cuando se disuelve. La base conjugada de un acido fuer¬ 
te, como el HC1, es una base debil (cuadro 2-1). El acido acetico, 
en cambio, es un acido relativamente debil porque en su mayor 
parte permanece sin disociarse cuando se disuelve en agua. Se 
puede considerar el grado de disociacion de un acido como la 
competencia por protones entre los componentes de una solu¬ 
tion. El agua es un buen competidor, es decir, una base mas 
fuerte en comparacion con el ion cloro, de modo que el HC1 se 
disocia por completo. Por el contrario, el ion acetato es una base 
mas fuerte que el agua y por lo tanto permanece sin disociarse. 

La acidez de una solution se mide por la concentration de 
iones hidrogeno 4 y se expresa en terminos de pH. 

pH = -log [H + ] 

donde [H + ] es la concentration molar de protones. Por ejemplo, 
una solution con un pH de 5 tiene una concentration de iones 
hidrogeno de 10 -5 M. Debido a que la escala de pH es logarit- 
mica, un incremento de una unidad de pH corresponde a un 
incremento de 10 veces la concentration de OH - (o una dismi- 
nucion de 10 veces la concentration de H + ). Por ejemplo, la con¬ 
centration de H + en el jugo gastrico (pH 1.8) es casi un millon 
de veces la concentration de este ion en la sangre (pH 7.4). 

Cuando una molecula de agua se disocia en un ion hidroxi- 
lo y un proton, H 2 0 —> H + + OH - , la constante de equilibrio 
para la reaction se puede representar como: 

_ [H + ][OH~] 

[H 2 0] 

Puesto que la concentration de agua pura siempre es de 55.51 
M, es posible generar una nueva constante, K w , o constante de 
producto ionico para el agua: 

K w = [H + ][OH“] 


4 En soluciones acuosas, los protones no existen en el estado libre, sino como H 3 0 + 
o H 5 OJ. Con fines de sencillez, se alude a ellos tan solo como protones o iones 
hidrogeno. 


Cuadro 2-2 


Fuerzas de acidos y bases 


Acidos Bases 


Muy debil 

h 2 o 

OH- 

Fuerte 

Debil 

nh; 

nh 3 
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h 2 s 

S 2 " 



CHjCOOH 

ch 3 coo- 



h 2 co 3 

hco 3 - 


Fuerte 

h 3 o + 

h 2 o 

Muy debil 


HCI 

Cl- 



h 2 so 4 

1 

<N rr 

o 

zn 



que es igual a 10 -14 a 25°C. La concentration de ambas especies 
en el agua pura se aproxima a 10 -7 M. El grado sumamente 
bajo de disociacion del agua indica que es un acido muy debil. 
En presencia de un acido, la concentration de iones hidrogeno 
se eleva y la concentration de iones hidroxilo desciende (como 
resultado de la combination con protones para formar agua), de 
modo que el producto ionico permanece en 10 -14 . 

La mayor parte de los procesos biologicos es muy sensible al 
pH debido a que los cambios de la concentration del ion hidro¬ 
geno afectan el estado ionico de las moleculas biologicas. Por 
ejemplo, conforme aumenta la concentration de ion hidrogeno, 
los grupos —NH 2 del aminoacido arginina se protonan para 
formar —NH j, que puede alterar la actividad de toda proteina. 
Incluso cambios ligeros de pH pueden impedir reacciones bio¬ 
logicas. Los organismos, y las celulas que los forman, estan pro- 
tegidos de variaciones de pH por amortiguadores, compuestos 
que reaccionan con iones de hidrogeno o hidroxilos fibres y por 
lo tanto resisten los cambios de pH. Las soluciones amortigua- 
doras contienen de manera normal un acido debil junto con una 
base conjugada. Por ejemplo, la sangre esta amortiguada por aci- 
do carbonico e iones bicarbonato que en condiciones normales 
mantienen el pH sanguineo en una cifra cercana a 7.4. 


hco 3 ~ 

+ H + ^ 

h 2 go 3 

Ion 

Ion 

Acido 

bicarbonato 

hidrogeno 

carbonico 


Si la concentration de ion hidrogeno se eleva (como ocurre 
durante el ejercicio), los iones bicarbonato se combinan con el 
exceso de protones y se eliminan de la solution. Inversamente, 
el exceso de iones OH - (que se generan durante la hiperventi- 
lacion) se neutraliza por protones derivados del acido carbonico. 
El pH del liquido intracelular esta regulado de manera similar 
por un sistema amortiguador de fosfato que consiste en H 2 P0r 
yHPOf. 


REVISION 


1. Si se agrega acido clorhidrico al agua, ^que efecto debe 
tener este en la concentration del ion hidrogeno, el pH 
o la carga ionica de cualquier proteina en solution? 

2. ^Cual es la relation entre una base y su acido conjugado? 
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2.4 -A NATURALEZA _ 

DE LAS MOLECULAS BIQLQGICAS 

La mayor parte de la masa total de un organismo es 
agua. Si se evapora el agua, casi todo el peso seco consta de 
moleculas que contienen atomos de carbono. Cuando se descu- 
brio lo anterior se penso que las moleculas que poseen carbono 
solo estaban presentes en los organismos vivos y por lo tanto se 
las denomino moleculas orgdnicas para distinguirlas de las mole¬ 
culas inorgdnicas que se encuentran en el mundo inanimado. A 
medida que los quimicos aprendieron a sintetizar mas y mas 
moleculas compuestas de carbono en el laboratorio, se perdio el 
misterio relacionado con los compuestos organicos. Los com- 
puestos producidos por organismos vivientes se conocieron 
como bioquimicos. 

La quimica de la vida se centra alrededor de la quimica 
del atomo de carbono. La caracteristica esencial del carbono 
que le permite desempenar este papel es el numero increible de 
moleculas que puede formar. El atomo de carbono posee cuatro 
electrones en su orbita externa y por consiguiente puede unirse 
a otros cuatro atomos. De manera mas relevante, cada atomo de 
carbono es capaz de unirse con otros atomos de carbono para 
construir moleculas que contienen esqueletos de largas cadenas 
de atomos de carbono. Los esqueletos que tienen carbono pue- 
den ser lineales, ramificados o ciclicos. 

C 

I 

C C 

A\ l 

c c c _ c _ c _ c _ c _ c 

I I l 

C c C-C-C 

x c x I 

Cfclico Ramificado 


c-c-c—c-c-c 


Lineal 


El colesterol, cuya estructura se ejemplifica en la figura 2-9, ilus- 
tra diferentes disposiciones de los atomos de carbono. 

El tamano y la estructura electronica del carbono hacen 
que este tenga caracteristicas adecuadas para generar numerosas 
moleculas, de las cuales se conocen varios cientos de miles. En 



FIGURA 2-9 La estructura del colesterol ilustra la forma en que los atomos 
de carbono (representados por cfrculos negros) son capaces de crear enlaces 
covalentes hasta con otros cuatro atomos de carbono. Como resultado, los 
atomos de carbono se pueden unir para formar los esqueletos de una varie- 
dad virtualmente ilimitada de moleculas organicas. El esqueleto de carbono 
de la molecula de colesterol incluye cuatro anillos, que es caracteristico de 
los esteroides (p. ej.,estrogeno, testosterona, cortisol). La molecula de coles¬ 
terol mostrada aqui se trazo con un modelo de esferas y barras, otra manera 
de mostrar la estructura molecular. 


cambio, el silicio, que se halla justo por debajo del carbono en 
la tabla periodica, y que tambien posee cuatro electrones en su 
orbita externa (vease fig. 2-1), es asimismo demasiado grande 
para que la carga positiva de su nucleo atraiga electrones de la 
orbita externa de los atomos vecinos con fuerza suficiente para 
mantener un nivel estructural de moleculas grandes. Se puede 
entender la naturaleza de las moleculas biologicas si se inicia el 
estudio con el grupo mas simple de las moleculas organicas, los 
hidrocarburos, que solo contienen atomos de carbono e hidroge- 
no. La molecula de etano (C 2 H 6 ) es un hidrocarburo simple: 


H H 

I I 

H—C-C—H 

I I 

H H 


Etano 


Consta de dos atomos de carbono en los cuales cada carbono 
esta unido a otro carbono y tres atomos de hidrogeno. Cuantos 
mas carbonos se agreguen, el esqueleto de las moleculas organi¬ 
cas incrementa el tamano y su estructura adquiere mayor com- 
plejidad. 

Grupos funcionales 

Los hidrocarburos no se encuentran en cantidades significativas 
dentro de la mayoria de las celulas vivas (se piensa que consti- 
tuyen la totalidad de los combustibles fosiles formados a partir 
de las plantas y animales antiguos). Muchas moleculas organicas 
que son importantes en la biologia contienen cadenas de ato¬ 
mos de carbono semejantes a los hidrocarburos, pero ciertos 
atomos de hidrogeno se sustituyen por varios grupos funciona¬ 
les. Estos ultimos son en particular agrupaciones de atomos que 
se conforman casi siempre como una unidad y confieren a las 
moleculas organicas sus propiedades fisicas, reactividad quimica 
y solubilidad en solution acuosa. Algunos de los grupos funcio- 
nales mas comunes se listan en el cuadro 2-2. Dos de los mas 
importantes enlaces entre los grupos funcionales son los enlaces 
tipo ester, que se forman entre acidos carboxilicos y alcoholes, 
y los enlaces de amida, los cuales se forman entre los acidos 
carboxilicos y las aminas. 

O O 

—C—OH + HO-C-> —C—O—C— 

I 

Acido Alcohol Ester 


—c—OH + HN—C-» —c—N—c— 

i i 

Acido Amina Amida 

La mayor parte de los grupos en el cuadro 2-2 posee uno 
o mas atomos electronegativos (N, P, 0, o estos y S) y hacen a 
las moleculas organicas mas polares, solubles en agua y reactivas. 
Diferentes grupos funcionales pueden ionizarse y adquirir carga 
positiva o negativa. Se puede demostrar el efecto de sustituir 
varios grupos funcionales. El hidrocarburo etano (CH 3 CH 3 ) 
es un gas inflamable toxico. Si se sustituye uno de los hidro- 
genos con un grupo hidroxilo (—OH) la molecula resultante 
(CH 3 CH 2 OH) se convierte en algo agradable al paladar, es 
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Cuadro 2-2 


Grupos funcionales 



Metilo Hidroxilo Carboxilo 



Amino 


p ^ h )SH@ 

Fosfato Carbonilo Sulfhidrilo 


decir, alcohol etilico (o etanol). Si se reemplaza con un grupo 
carboxilo (—COOH), la molecula se convierte en un acido ace- 
tico (CLLCOOH), mejor conocido como vinagre. Si se sustitu- 
ye por un grupo sulfhidrilo (—SH), se obtiene CH 3 CH 2 SH, un 
compuesto de olor fetido intenso, el etilmercaptano, usado por 
los bioquimicos en el estudio de las reacciones enzimaticas. 

Clasificacion de las moleculas biologicas 
de acuerdo con su funcion 

Las moleculas organicas encontradas a menudo dentro de las 
celulas vivas se pueden dividir en varias categorias, segun sea su 
funcion en el metabolismo. 

1. Macromoleculas. Las moleculas que forman la estructura y 
ejecutan las actividades de las celulas son moleculas grandes, 


muy organizadas, llamadas macromoleculas, que en todos 
los casos contienen desde docenas hasta millones de atomos 
de carbono. Debido a su tamano y las intrincadas formas que 
estas pueden adoptar, algunas de estas moleculas gigantes 
pueden realizar tareas complejas con gran precision y eficien- 
cia. La presencia de macromoleculas, mas que cualquier otra 
caracteristica, confiere a los organismos las propiedades de la 
vida y los separa en sentido quimico del mundo inanimado. 

Las macromoleculas se pueden dividir en cuatro cate¬ 
gorias principales: proteinas, acidos nucleicos, polisacari- 
dos y ciertos lipidos. Los primeros tres tipos son polimeros, 
compuestos por un gran numero de elementos de bajo peso 
molecular o monomeros. Estas macromoleculas se construyen 
a partir de monomeros mediante un proceso d e. polimeriza- 
cion que semeja la sucesion de vagones de un ferrocarril (fig. 
2-10). La estructura basica y funcion de cada tipo de macro- 


Molecula 

acarreadora Extremo en crecimiento del polimero Polimero con subunidades adicionadas 



Molecula 
acarreadora libre 
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(a) 



FIGURA 2-10 Monomeros y polimeros; polimerizacion e hidroli- 
sis. a) Los polisacaridos, las proteinas y los acidos nucleicos cons- 
tan de monomeros (subunidades) unidos mediante enlaces covalentes. Los 
monomeros libres no reaccionan simplemente cada uno con el otro para 
convertirse en macromoleculas. En lugar de ello, cada monomero se activa 


primero por la union de una molecula acarreadora que luego transfiere el 
monomero al extremo de la macromole cula en crecimiento. b) Una macro- 
molecula se puede descomponer en sus monomeros mediante la hidrolisis 
de los enlaces que los mantienen juntos. La hidrolisis es la rotura de un 
enlace por el agua. Enzimas especificas catalizan todas estas reacciones. 
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molecula son similares en todos los organismos. A1 observar 
con atencion las secuencias especificas de los monomeros 
que constituyen las diferentes macromoleculas se advierte la 
diversidad que poseen los organismos. 

2. Elementos unitariospara construir macromoleculas. Lamayo- 
ria de las macromoleculas dentro de las celulas tiene una vida 
corta en comparacion con la vida de la celula; con exception 
del DNA, el resto de las moleculas se degrada y sustituye de 
forma continua por nuevas macromoleculas. Por lo anterior, 
casi todas las celulas poseen un pool o almacen de precursores 
de bajo peso molecular que de manera efectiva se incorpora a 
las macromoleculas. Estas incluyen azucares, que son los pre¬ 
cursores de los polisacaridos; aminoacidos, precursores de las 
proteinas; nucleotidos, precursores de los acidos nucleicos, y 
los acidos grasos, que se incorporan dentro de los lipidos. 

3. Intermediaries metabolicos (metabolites). Las moleculas en 
una celula tienen estructuras quimicas complejas y deben 
sintetizarse en una secuencia paso a paso que comienza con 
materiales especificos de initio. En la celula, cada serie de 
reacciones quimicas se conoce como una via metabolica. La 
celula convierte un compuesto A en un compuesto B, luego 
en uno C, y asi de modo secuencial, hasta obtener algunos de 
los productos finales (tal y como un aminoacido constituye 
un bloque de una proteina) que la propia celula puede utili- 
zar. Los compuestos formados a lo largo de las vias metabo- 
licas pueden generar productos que no tienen por si mismos 
una fiincion y a los cuales se les denomina intermediarios 
metabolicos. 

4. Moleculas de funcion diversa. Desde luego, esta es una cate- 
goria muy amplia de moleculas, pero no tan grande como 
podria esperarse; gran parte de la masa del peso seco de una 
celula esta formada por moleculas y sus precursores directos. 
Las moleculas de funcion diversa incluyen sustancias como 
vitaminas, cuya funcion primaria es la de coadyuvar a las pro¬ 
teinas; ciertas hormonas esteroides o aminoacidos; moleculas 
que participan en el almacenamiento de energia, como ATP 
(trifosfato de adenosina); moleculas reguladoras como el 
AMP ciclico (monofosfato de adenosina), y productos de 
desperdicio metabolico como puede ser la urea. 


REVISION 


1. iQue propiedades del atomo de carbono son importan- 
tes para la vida? 

2. Dibuje las estructuras de cuatro grupos funcionales 
diferentes. ^Como podria cada uno de estos grupos 
alterar la solubilidad de una molecula de agua? 


2.5 CUATRO TIPOS DE MOLECULAS 
BIOLOGICAS 


Las macromoleculas descritas con anterioridad pueden 
dividirse en cuatro tipos de moleculas organicas: carbohidratos, 
lipidos, proteinas y acidos nucleicos. La localization de estas 
moleculas en estructuras celulares se puede revisar en la figura 


2 - 11 . 
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FIGURA 2-11 Una vista de los tipos de moleculas biologicas que constitu¬ 
yen varias estructuras celulares. 


Carbohidratos 

Los carbohidratos incluyen azucares simples (o monosacaridos) 
y todas las moleculas grandes construidas de unidades de azucar. 
Los carbohidratos funcionan de manera primaria como alma- 
cenes de energia quimica y materiales de construction durables 
para las estructuras biologicas. La mayoria de los azucares tiene 
la formula general (CH 2 0) b . Los azucares de importancia en el 
metabolismo celular poseen valores de n en los limites de tres 
a siete. Los azucares que contienen tres carbonos se conocen 
como triosas , aquellos con cuatro carbonos como tetrosas, los que 
tienen cinco carbonos como pentosas, aquellos que tienen seis 
carbonos son hexosas y los que poseen siete carbonos se conocen 
como heptosas. 

Estructura de los azucares simples Cada molecula de 
azucar se integra con una estructura de atomos de carbono uni- 
dos en una disposition lineal por enlaces unicos. Cada uno de 
los atomos de carbono del esqueleto se conecta a un solo grupo 
hidroxilo, con exception de uno que presenta un grupo carbonilo 
(C=0). Si el grupo carbonilo se localiza en una position inter¬ 
na (para formar un grupo cetona), el azucar es una cetosa, como 
la fructosa, la cual se muestra en la figura 2-Yla. Si el carbonilo 
se halla en un extremo del azucar, este forma un grupo aldehido 
y la molecula se llama aldosa, como lo ejemplifica la glucosa, que 
se muestra en la figura 2-12 b-f. No obstante, aunque las formu¬ 
las de cadena recta mostradas en la figura 2-12 a y b son utiles 
para comparar las estructuras de varios azucares, no reflejan el 
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FIGURA 2-12 Las estructuras delos azucares. a ) Formula de cadena recta de 
la fructosa, una cetohexosa (Ceto indica que el carbonilo [amarillo] se loca- 
liza dentro y hexosa que contiene seis carbonos). b ) Formula de cadena recta 
de la glucosa, una aldohexosa (aldo se refiere que el carbonilo se halla en 
un extremo de la molecula). c ) Reaccion espontanea en la cual la glucosa se 
convierte de una cadena abierta a un anillo cerrado (un anillo de piranosa). 
d) La glucosa se representa casi siempre en la forma de un anillo piano (pla¬ 


nar) perpendicular a la pagina con la linea gruesa situada cerca del lector y 
los grupos H y OH por arriba o abajo del anillo. La base para la designation 
de la D-glucosa alfa se discute en la section siguiente. e) La conformacion 
en silla de la glucosa representa la estructura tridimensional de manera mas 
exacta que el anillo piano de la parte d.f Un modelo de esferas y barras de 
la conformacion en silla de la glucosa que muestra la position de varios 
atomos de la molecula. 


hecho de que los azucares con cinco o mas atomos de carbono 
sufren una autorreaccion (fig. 2-1 2c) que convierte a estas en 
moleculas con forma de anillo. El anillo que crean los azucares 
se representa como estructuras planas ( planar) (fig. 2-12 d) que 
permanecen perpendiculares al piano del papel con la linea mas 
gruesa situada mas cerca del lector. Los grupos H y OH se ubi- 
can en el piano del papel que se proyecta hacia arriba o abajo 
del anillo de azucar. En realidad, el anillo de azucar no es una 
estructura planar, sino que casi siempre existe en una conforma¬ 
cion tridimensional que semeja una silla (fig. 2-12e yf). 

Estereoisomerismo Como se menciono, un atomo de car¬ 
bono puede unirse con otros cuatro atomos. La disposition de 
los grupos alrededor del atomo de carbono se ilustra en la figura 
2-13«, con el carbono colocado en el centra de un tetraedro y los 
grupos unidos y proyectados en sus cuatro esquinas. En la figura 
2-13b se muestra una molecula de gliceraldehido, la cual es solo 
una aldotriosa. El segundo atomo de carbono del gliceraldehido 


FIGURA 2-13 Estereoisomerismo del gliceraldehido. a ) Los cuatro grupos 
unidos a un atomo de carbono (marcados a,b, c y d) ocupan las cuatro esqui¬ 
nas de un tetraedro con el atomo de carbono en su centro. b ) El gliceral¬ 
dehido es la unica aldosa con tres carbonos; su segundo atomo de carbono 
esta unido a cuatro grupos diferentes (—H, —OH, —CHO y—CH 2 OH). 
Como resultado, el gliceraldehido puede existir en dos configuraciones 
posibles que no pueden superponerse, pero en vez de eso son imagenes 
especulares una de la otra como se indica. Estos dos estereoisomeros (o 
enantiomeros) se pueden distinguir por la configuration de los cuatro gru¬ 
pos que rodean al atomo de carbono asimetrico (o quirat). Las soluciones de 
estos dos isomeros hacen rotar el piano de la luz polarizada en direcciones 
opuestas y de este modo se dice que son activas en sentido optico. c ) For¬ 
mulas de cadena recta del gliceraldehido. Por convention, el isomero d se 
muestra con el grupo OH a la derecha. 


esta unido a cuatro grupos diferentes (—H, —OH, —CHO, 
y —CH 2 OH). Si los cuatro grupos enlazados a un atomo de 
carbono son todos diferentes, como el gliceraldehido, entonces 
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FIGURA 2-14 Aldotetrosas. Debido a que tienen dos atomos de carbono asi- 
metricos, las aldotetrosas pueden existir en cuatro configuraciones. 


existen dos posibilidades de configuracion que no pueden super- 
ponerse. Estas dos moleculas (llamadas estereoisomeros o enantio- 
meros) poseen practicamente la misma reactividad quimica, pero 
desde el punto de vista estructural son imagenes especulares (no 
distintas de las manos derecha e izquierda). Por convention, 
la molecula se llama D-gliceraldehido si el grupo hidroxilo del 
carbono 2 se proyecta hacia la derecha y L-gliceraldehido si se 
proyecta a la izquierda (fig. 2-13c). Debido a que actua como 
sitio de estereoisomerismo, el carbono 2 se denomina atomo de 
carbono asimetrico. 

A medida que el esqueleto de las moleculas de azucar 
aumenta de longitud, ocurre lo mismo con el numero de ato¬ 
mos de carbono asimetrico, y por consiguiente con el numero 
de estereoisomeros. Las aldotetrosas tienen dos carbonos asi- 
metricos y por lo tanto pueden existir en cuatro configuraciones 
diferentes (fig. 2-14). De manera similar, hay ocho aldopentosas 
y 16 aldohexosas distintas. La designation de cada uno de estos 
azucares como d o l se basa por convention en la disposition de 
los grupos unidos al atomo de carbono asimetrico mas alejado 
del aldehido (el carbono vinculado con el aldehido se designa 
como Cl). Si el grupo hidroxilo de este carbono se proyecta 
hacia la derecha, la aldosa es un D-azucar; si se proyecta a la 
izquierda es un L-azucar. Las enzimas presentes en las celulas 
vivas pueden distinguir entre las formas d y l de un azucar. En 
condiciones tipicas, las celulas utilizan solo uno de los estereo¬ 
isomeros (como la D-glucosay la L-fucosa). 


En la figura 2-12c se muestra la autorreaccion mediante la 
cual una molecula de glucosa de cadena recta se convierte en un 
anillo de seis miembros ( piranosa ). A diferencia de su precursor 
de cadena abierta, el Cl del anillo posee cuatro grupos diferentes 
y por lo tanto se convierte en nuevo centra de asimetria dentro 
de la molecula del azucar. Debido a este atomo adicional de car¬ 
bono asimetrico, cada tipo de piranosa existe como estereo-iso- 
meros alfa y beta (a y (3) (fig. 2-15). Por convention, la molecula 
es una a-piranosa cuando el grupo OH del primer carbono se 
proyecta por abajo del piano del anillo y una ^-piranosa cuando 
el grupo hidroxilo se proyecta hacia arriba. La diferencia entre 
las dos formas tiene importantes consecuencias biologicas y los 
resultados, por ejemplo, son la forma compacta de las moleculas 
de glucogeno y almidon y la conformation extendida de la celu- 
losa (como se discute mas adelante). 

Union de azucares entre si Los azucares pueden unirse uno 
con otro por enlaces glucosidicos de tipo covalente para for- 
mar grandes moleculas. Los enlaces glucosidicos se forman por 
una reaction entre el atomo de carbono Cl de un azucar y el 
grupo hidroxilo del otro azucar, con lo cual se crea una union 
—C—0—C— entre los dos azucares. Como se analiza mas 
adelante (y como se indica en las figuras 2-16 y 2-17), los azu¬ 
cares pueden unirse por variedades de diferentes enlaces glu¬ 
cosidicos. Las moleculas compuestas por solo dos unidades de 
azucares son los disacaridos (fig. 2-16). Los disacaridos sirven 
sob re todo como almacenes de energia disponible. La sacarosa, 
o azucar de mesa, es el mayor componente de la savia de las 
plantas y lleva energia quimica de una parte de la planta a otra. 
La lactosa, presente en la leche de la mayor parte de los mami- 
feros, suministra a los mamiferos recien nacidos el combustible 
para su crecimiento y desarrollo initial. La lactosa de la dieta se 
hidroliza mediante una enzima llamada lactasa, presente en la 
membrana plasmatica de las celulas que recubren el intestino. 
Muchas personas pierden esta enzima despues de la infancia y 
advierten que la ingestion de productos lacteos que contienen 
lactosa les causa malestar. 

Los azucares tambien pueden enlazarse juntos para for- 
mar pequenas cadenas llamadas oligosacaridos ( oligo , poco). A 
menudo estas cadenas se unen de manera covalente a los lipidos 



p-D-glucopiranosa 
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FIGURA 2-15 Formation de piranosas alfa y beta. Cuando una molecula 
de glucosa experimenta una reaccion espontanea para formar un anillo de 
piranosa (es decir, un anillo de seis miembros), se generan dos estereoisome¬ 
ros. Los dos isomeros estan en equilibrio entre si a traves de una forma de 


cadena abierta de la molecula. Por convention, la molecula es una piranosa 
alfa cuando el grupo OH del primer carbono se proyecta por abajo del piano 
del anillo y una piranosa beta si el grupo hidroxilo se proyecta por arriba. 
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FIGURA 2-16 Disacaridos. La sacarosa y la lactosa son dos de los disacaridos 
mas comunes. La sacarosa se compone de glucosa y fructosa unidas por un 
enlace a(l —> 2), mientras que la lactosa posee glucosa y galactosa unidas por 
un enlace {3(1 —> 4). 


y las proteinas y estas se convierten en glucolipidos y glucopro- 
teinas, respectivamente. Los oligosacaridos son en particular 
importantes en los glucolipidos y las glucoproteinas de la mem- 
brana plasmatica, donde ellos se proyectan desde la superficie 
celular (vease fig. 4-4r). Debido a que los oligosacaridos pueden 
componerse de muchas combinaciones de unidades de azuca- 
res, estos carbohidratos pueden tener information codificada, 
esto es, pueden servir para distinguir un tipo de celula de otro y 
ayudan a mediar interacciones especificas de una celula con su 
ambiente. 

Polisacaridos A mediados del siglo xix se descubrio que la 
sangre de las personas que padecian diabetes tenia un sabor dul- 
ce debido a una elevada concentration de glucosa, la cual es el 
azucar clave del metabolismo energetico. Claude Bernard, nota¬ 
ble fisiologo frances de la epoca descubrio la causa de la diabetes 
tras investigar la fuente del azucar sanguineo. En aquella epoca 
se asumia que todo el azucar presente en un ser humano o ani¬ 
mal debia consumirse con anterioridad en la dieta. A1 trabajar 
con perros, Bernard encontro que aun si los animales consumian 
una dieta del todo carente de carbohidratos, su sangre todavia 
contenia una cantidad normal de glucosa. Desde luego, la glu¬ 
cosa podia formarse en el cuerpo a partir de otro tipo de com- 
puestos. 

Despues de mas investigaciones, Bernard identified que la 
glucosa entra a la sangre desde el higado. El hallo que el tejido 
hepatico contenia un polimero insoluble de glucosa y lo nom- 
bro glucogeno. Bernard concluyo que diferentes materiales 
alimenticios (como las proteinas) se Ilevaban al higado donde 
se convertian por medios quimicos en glucosa y se almacena- 
ban en forma de glucogeno. De esta manera, cuando el cuerpo 
necesitaba azucar como combustible, el glucogeno del higado se 


transformaba en glucosa, la cual se liberaba a la corriente san- 
guinea para satisfacer las demandas de glucosa de los tejidos. 
En la hipotesis de Bernard, el equilibrio entre la formation y 
la descomposicion del glucogeno en el higado era el principal 
determinante para mantener la concentration relativamente 
constante (homeostatica) de glucosa en la sangre. 

La hipotesis de Bernard era correcta. La molecula a la cual 
llamo glucogeno es un tipo de polisacarido, un polimero de 
unidades de azucar unidas mediante enlaces glucosidicos. 

Glucogenoy almidon: polisacaridos ? 2 utricionales El glucogeno es 
un polimero ramificado que contiene solo un tipo de monome- 
ro: glucosa (fig. 2-YJa). La mayoria de las unidades de azucar 
de una molecula de glucogeno esta unida una con la otra por 
medio de enlaces del tipo a(l —> 4) glucosidicos (las uniones 
del tipo 2 que se muestran en la figura 2-17a). Los puntos de 
ramification contienen un azucar unido a tres unidades vecinas 
mas que a dos, como en los segmentos no ramificados del poli¬ 
mero. El vecino adicional, que forma la ramification, esta unido 
por un enlace de tipo glucosidico a(l —> 6) (enlace tipo 1 en la 
figura 2-17«). 

El glucogeno sirve como un almacen de energia quimica 
en la mayoria de los animales. El musculo esqueletico humano, 
por ejemplo, casi siempre contiene suficiente glucogeno como 
combustible para alrededor de 30 minutos de actividad modera- 
da. De acuerdo con varios factores, el glucogeno tiene de modo 
tipico un peso molecular que va de uno a cuatro millones de dal- 
tones. Cuando se almacena en las celulas, el glucogeno esta muy 
concentrado y aparece en las micrografias electronicas como 
granulos irregulares tenidos de oscuro (fig. 2-17a, a la derecha). 

La mayor parte de las plantas almacena su excedente de 
energia quimica en forma de almidon, un polimero de la glucosa 
igual que el glucogeno. Las papas y los cereales, por ejemplo, 
contienen sobre todo almidon. En realidad, el almidon es una 
mezcla de dos polimeros diferentes, amilosa y amilopectina. La 
amilosa es una molecula helicoidal no ramificada cuyos azuca- 
res estan unidos por medio de enlaces del tipo a(l —» 4) (fig. 
2-17 b), en tanto que la amilopectina es ramificada. La amilo¬ 
pectina difiere del glucogeno por ser mucho menos ramificada 
y mostrar una ramification irregular. El almidon se almacena en 
forma de granos empacados de forma densa, los grams de almi¬ 
don, incluidos en la membrana que rodea a los organelos ( plus - 
tidos) dentro de la celula de la planta (fig. 2-17/6, a la derecha). 
Aunque los animales no sintetizan almidon, poseen una enzima 
(amilasa ) que hidroliza con rapidez las moleculas de almidon. 

Gelulosa, quitma y glucosaminoglucanos'. polisacaridos estructura- 
les Algunos polisacaridos constituyen almacenes de energia 
que son digeribles con facilidad, mientras que otros forman 
materiales estructurales resistentes y durables. El algodon y el 
lino, por ejemplo, constan sobre todo de celulosa que constituye 
el principal componente de la pared de las celulas vegetales. Las 
telas de algodon deben su durabilidad a moleculas de celulosa no 
ramificadas y largas que se ordenan en agregados lado con lado 
para formar cordones moleculares (fig. 2-17c, lado derecho), que 
se elaboran de forma ideal para resistir las fuerzas de tension. 
Como el glucogeno y el almidon, la celulosa consiste solo en 
monomeros de glucosa; sus propiedades difieren de manera 
notoria de estos otros polisacaridos debido a que las unidades de 
glucosa estan unidas por enlaces [3(1 —> 4) (enlace 3 en la figura 
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FIGURA 2-17 Tres polisacaridos con monomeros de azucar identicos pero 
con propiedades sumamente diferentes. El glucogeno ( a ) almidon ( b ) 
y celulosa (c) estan compuestos en su totalidad por subunidades de glu- 
cosa, pero sus propiedades quimicas y fisicas son muy diferentes debido 
a la manera distinta en la cual se unen sus monomeros (tres tipos diver - 
sos de uniones se muestran por los numeros encerrados en un circulo). Las 
moleculas de glucogeno son las mas ramificadas, las moleculas de almidon 
adquieren una configuration helicoidal y las moleculas de celulosa son muy 
largas y sin ramification. Mientras que el glucogeno y el almidon almacenan 


la energia, las moleculas de celulosa estan empaquetadas juntas en fibras 
resistentes que son adecuadas para su papel estructural. Las micrograffas 
electronicas coloreadas muestran los granulos de glucogeno en una celula 
de hfgado, los granos de almidon (amiloplastos) en una semilla vegetal y las 
fibras de celulosa en una pared celular vegetal; cada una se indica median- 
te una flecha. (Fotos en recuadros: [arriba] Don Fawcett/Visuals 
Unlimited; [centro] Jeremy Burgess/Photo Researchers; [abajo] 
Cabisco/Visuals Unlimited.) 


2-1 7c), no tanto de los enlaces a(l —» 4). No deja de ser ironico 
que los animales, salvo raras excepciones, carezcan de la enzima 
necesaria para degradar la celulosa, que es el material organico 
mas abundante sobre la Tierra y rico en energia qulmica. Los 
animales que “se ganan la vida” digiriendo celulosa, como las 
termitas y las ovejas, pueden hacerlo porque albergan bacterias y 
protozoarios que sintetizan la enzima necesaria, la celulasa. 

No todos los polisacaridos biologicos son monomeros de 
glucosa. La quitina es un pollmero no ramificado del azucar N- 
acetilglucosamina que es similar en estructura a la glucosa pero 


tiene un grupo aminoacetilo en lugar de uno hidroxilo unido en 
el segundo carbono del anillo. 



N-acetilglucosamina 
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La quitina es un material estructural muy comun entre los inver- 
tebrados, de manera particular en la cubierta externa de insectos, 
aranas y crustaceos. Es dura, resistente pero flexible, y con alta 
capacidad para recuperarse frente a deformaciones no muy dife- 
rente de ciertos plasticos. Los insectos deben gran parte de su 
exito a este polisacarido muy adaptable que los cubre (fig. 2-18). 

Otro grupo de polisacaridos con estructura mas compleja es 
el de los glucosaminoglucanos (o GAG). A diferencia de otros 
polisacaridos, poseen la estructura —A—B—A—B—, en la que 
A y B representan dos azucares diferentes. El GAG mejor estudia- 
do es la heparina, que secretan algunas celulas en los pulmones y 
otros tejidos como reaction a una lesion tisular. La heparina inhi- 
be la coagulation sanguinea y por tanto previene la formation de 
coagulos que pueden bloquear la circulation de la sangre al cora- 
zon o los pulmones. La heparina realiza esta funtion al activar un 
inhibidor (antitrombina) de una enzima clave (trombina) necesa- 
ria para la coagulation. La heparina, que se extrae con frecuencia 
de los tejidos del cerdo, se ha utilizado por decadas para impedir la 
formation de coagulos en pacientes sometidos a una intervention 
quirurgica mayor. A diferencia de la heparina, la mayoria de los 
GAG se hallan sobre todo en los espacios que rodean a la celu- 
la; su estructura y funtion se consideran con mayor detalle en la 
section 7.1. Los polisacaridos mas complejos se encuentran en las 
paredes de las celulas de las plantas (section 7.6). 

Lfpidos 

Los lipidos son un grupo diverso de moleculas biologicas no 
polares cuyas propiedades comunes son su capacidad para disol- 
verse en solventes organicos, como el cloroformo o el benceno, 
y su incapacidad para disolverse en agua, una propiedad que 
explica muchas de sus funciones biologicas variadas. Los lipidos 
importantes en la funtion celular incluyen a las grasas, esteroi- 
des y fosfolipidos. 

G rasas Las grasas consisten en una molecula de glicerol unida 
por enlaces tipo ester a tres acidos grasos; la molecula compuesta 
se denomina triacilglicerol (fig. 2-19 a). Primero se considera 
la estructura de los acidos grasos. Estos son cadenas hidrocar- 
bonadas largas no ramificadas con un solo grupo carboxilo en 
un extremo (fig. 2-19 b). Debido a que los dos extremos de la 
molecula de acido graso tienen una estructura diferente tambien 
poseen diferentes propiedades. La cadena hidrocarbonada es 
hidrofoba; de esta forma, el grupo carboxilo (—COOH), el cual 
posee una carga negativa a pH fisiologico, es hidrofilico. Las 
moleculas que tienen las dos regiones hidrofoba e hidrofilica 
son anfipaticas; tales moleculas muestran propiedades biologi¬ 
cas poco comunes. Las propiedades de los acidos grasos pueden 
identificarse al momento de considerar el uso de un producto 
comun: el jabon, que se integra con acidos grasos. En los siglos 
pasados, los jabones se hacian tras calentar la grasa animal junto 
con un fuerte alcali (como el hidroxido de sodio [NaOH] o el 
hidroxido de potasio [KOH]) para romper los enlaces entre los 
acidos grasos y el glicerol. Hoy en dia, la mayoria de los jabones 
se hace de manera sintetica. Los jabones deben su gran capaci- 
dad para disolver grasas al hecho de que el extremo hidrofobo 
de cada acido graso puede integrarse a la grasa, en tanto que el 
extremo hidrofilico puede interactuar con el agua que lo rodea. 
Como resultado, los materiales grasos se convierten en comple¬ 
jos ( micelios ) dispersables en el agua (fig. 2-20). 



FIGURA 2-18 La quitina es el componente principal del brillante esqueleto 
externo de este saltamontes. (Tomada de Robert y Linda Mitchell.) 


Los acidos grasos difieren entre si en la longitud de sus 
cadenas de hidrocarburos y la presencia o ausencia de enlaces 
dobles. Los acidos grasos presentes en las celulas de manera tipi- 
ca varian en su longitud de 14 a 20 carbonos. Los acidos grasos 
que no tienen doble enlace, como el acido estearico (fig. 2-19 b), 
se llaman saturados; los que poseen dobles enlaces son insatu- 
rados. Los dobles enlaces (de la configuration cis) 

H H C H 

\ / \ / 

C=C en oposicion a C=C 

/ \ / \ 

C C H C 

cis trans 

generan plegamientos en las cadenas de los acidos grasos. De 
manera consecuente, entre mas dobles enlaces tenga la cadena 
de acido graso, menos probable es que estas cadenas largas pue- 
dan empaquetarse juntas. Esto baja la temperatura a la cual un 
lipido que contiene acidos grasos de este tipo se puede fundir. 
El triestearato, cuyos acidos grasos carecen de dobles enlaces 
(fig. 2-19c), es un componente comun de las grasas animales que 
se conserva en estado solido a temperaturas muy por arriba de 
la ambiental. Por el contrario, la abundancia de dobles enlaces 
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FIGURA 2-19 Grasas y acidos grasos. a) Estructura basica de un triacilgli- 
cerol (tambien llamado triglicerido o grasa neutra). El radical glicerol, que 
se muestra en color naranja, esta unido por tres enlaces ester a los grupos 
carboxilo de tres acidos grasos cuyas colas se muestran en verde. b) Acido 
estearico, un acido graso saturado de 18 carbonos que es comun en grasas 
animales. c) Modelo de volumen completo de un triestearato, un triacilgli- 
cerol que contiene tres cadenas identicas de acido estearico. d) Modelo de 
volumen completo del aceite de linaza, un triacilglicerol derivado de semi- 
lias de lino que posee tres acidos grasos insaturados (acidos linoleico, oleico 
y linolenico). Los sitios de instauracion, que producen enrollamientos en la 
molecula, se indican por las barras de color amarillo y naranja. 


en las grasas vegetales explica su estado liquido, dentro de las 
celulas vegetales y en su exterior, y por ello se las etiqueta como 
“poliinsaturadas”. Las grasas liquidas a temperatura ambiente se 



FIGURA 2-20 Losjabones se componen de acidos grasos. En este esquema 
de una micela de jabon, las colas no polares de los acidos grasos se dirigen 
hacia dentro, donde interactuan con la materia grasa para disolverse. Las 
cabezas cargadas de modo negativo se localizan en la superficie de la micela, 
donde interactuan con el agua circundante. Las proteinas de membrana, que 
tambien tienden a ser insolubles en agua, pueden asimismo solubilizarse de 
esta manera mediante la extraction de las membranas con detergentes. 


denominan aceites. La figura 2-19d muestra la estructura del 
aceite de linaza, un lipido muy volatil extraido de las semillas 
de lino que se conserva en estado liquido a temperatura mucho 
mas baja que el triestearato. Las grasas solidas, como la marga- 
rina, estan formadas por aceites vegetales insaturados mediante 
la reduction quimica de dobles enlaces por atomos de hidroge- 
no (proceso denominado hidrogenacion). Una molecula de grasa 
puede contener tres acidos grasos identicos (como en la figura 
2-19c), o puede ser una grasa mixta que contiene mas de una 
especie de acido graso (como en la figura 2-19 d). Casi todas las 
grasas naturales, como el aceite de oliva o la mantequilla, son 
mezclas de moleculas que tienen diferentes especies de acidos 
grasos. 

Las grasas son muy ricas en energia quimica; un gramo 
de grasa contiene mas de dos veces la energia contenida en un 
gramo de carbohidratos (se analiza en la section 3.1). Los car- 
bohidratos funcionan sobre todo como fuente de energia dispo- 
nible a corto plazo, en tanto que las reservas de grasas almacenan 
energia a largo plazo. Se estima que una persona de estatura 
promedio contiene cerca de 0.5 kg de carbohidratos, en especial 
en forma de glucogeno. Esta cantidad de carbohidratos sumi- 
nistra unas 2 000 kcal de energia total. En el curso de un dia 
de ejercicio extenuante una persona puede agotar casi toda la 
reserva de carbohidratos de su cuerpo. Por lo contrario, la per¬ 
sona promedio contiene cerca de 16 kg de grasa (equivalente a 
144 000 kcal de energia) y puede tomar mucho tiempo para 
agotar la reserva de ese material. 
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FIGURA 2-21 Estructura de los esteroides. Todos los esteroides comparten 
el esqueleto basico de cuatro anillos. Las diferencias en apariencia pequenas 
de la estructura quimica entre el colesterol, la testosterona y el estrogeno dan 
lugar a divergencias biologicas notorias. 


Puesto que las grasas carecen de grupos polares, son suma- 
mente insolubles en agua y se almacenan en las celulas en forma 
de gotas de lipidos. En la medida que las gotas de lipidos no 
contienen agua, como los granulos de glucogeno, representan 
un almacen de combustible muy concentrado. En muchos ani- 
males, las grasas se almacenan en celulas especiales ( adipocitos ) 
cuyo citoplasma se llena con una sola gota de grasa. Los adipo¬ 
citos muestran una notable capacidad para cambiar de volumen 
y adaptar cantidades variables de grasa. 

Esteroides Los esteroides se construyen alrededor de un 
esqueleto caracteristico de cuatro anillos de hidrocarburo. Uno 
de los esteroides mas importantes es el colesterol, componente de 
las membranas celulares de animales y precursor para la sintesis 
de numerosas hormonas esteroideas, como la testosterona, pro- 
gesterona y estrogenos (fig. 2-21). El colesterol esta casi ausente 
de las celulas vegetales y por esa razon los aceites vegetales se 
consideran “fibres de colesterol”, pero las celulas de las plantas 
contienen a veces grandes cantidades de compuestos relaciona- 
dos con el colesterol. 

Fosfolfpidos La estructura quimica de un fosfolipido comun 
se muestra en la figura 2-22. La molecula parece una grasa (tri- 
acilglicerol), pero tiene solo dos cadenas de acidos grasos en 
lugar de tres, es decir, es un diacilglicerol. El tercer grupo hidroxi- 
lo del esqueleto de glicerol esta unido de manera covalente a un 
grupo fosfato, el cual a su vez esta unido a un pequeno grupo 
polar, como la colina, como se muestra en la figura 2-22. De 
esta forma, a diferencia de las moleculas de grasa, los fosfolipi- 
dos contienen dos extremos con propiedades muy diferentes: el 
extremo que contiene el grupo fosfato posee un caracter hidro- 


Fosfato 



Cabeza Esqueleto Cadenas de 

polar de glicerol acidos grasos 

FIGURA 2-22 El fosfolipido fosfatidilcolina. La molecula consiste en un 
esqueleto de glicerol en el que sus grupos hidroxilo estan unidos de forma 
covalente a dos acidos grasos y un grupo fosfato. El fosfato con carga nega- 
tiva esta tambien unido a un grupo pequeno de carga positiva, la colina. El 
extremo de la molecula que contiene la fosforilcolina es hidrofflico, mientras 
que el extremo opuesto tiene una cola de acido graso, que es hidrofoba. La 
estructura y funcion de la fosfatidilcolina y otros fosfolfpidos se discuten 
con detalle en la seccion 4.3. 


filico neto, y el otro extremo, compuesto por las dos terminacio- 
nes de acidos grasos, muestra un caracter hidrofobo opuesto al 
anterior. Debido a que la funcion principal de los fosfolipidos 
es en las membranas celulares, y en virtud de que las propiedades 
de las membranas celulares dependen de sus componentes de 
fosfolipido, se describen mas adelante en la seccion 4.3, donde 
se tratan las membranas celulares. 


Protefnas 

Las proteinas son las macromoleculas que llevan a cabo virtual- 
mente todas las actividades de la celula; son las herramientas 
moleculares y las maquinas que hacen que sucedan las cosas. 
Se estima que una celula de mamifero tiene en general tanto 
como 10 000 proteinas diferentes con diversas funciones. Como 
enzimas, las proteinas de manera notoria aceleran la velocidad 
de las reacciones metabolicas; como cables estructurales,las pro¬ 
teinas proveen apoyo mecanico tanto dentro de las celulas como 
fuera de sus perimetros (fig. 2-23 a)\ como hormonas, factores 
de crecimiento y activadores de genes, las proteinas realizan una 
amplia variedad de funciones reguladoras; como receptores de 
membranas y transportadores, las proteinas determinan el tipo 
de celula a la que reaccionan y que sustancias entran o salen de 
la celula; como filamentos contractiles y motores moleculares, 
las proteinas constituyen la maquinaria para los movimientos 
biologicos. Entre sus multiples funciones restantes, las protei¬ 
nas actuan como anticuerpos, sirven como toxinas, forman los 
coagulos sanguineos, absorben o refractan la luz (fig. 2-23 b) y 
transportan sustancias de una parte del cuerpo a otra. 

,;C6mo puede un tipo de molecula tener tantas y variadas 
funciones? La explication reside en que las proteinas, como un 
grupo, pueden asumir estructuras moleculares casi ilimitadas. 
Sin embargo, cada proteina posee una estructura unica y muy 
ordenada que la capacita para llevar a cabo una funcion en par¬ 
ticular. Mas importante todavia, las proteinas poseen formas y 
superficies que les permiten interaccionar de manera selectiva con 
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FIGURA 2-23 Dos ejemplos de las miles de estructuras biologicas com- 
puestas, sobre todo de proteinas. a) Plumas, que son adaptaciones de 
las aves para suministrar aislamiento termico, volar y reconocer el sexo. b ) 


Cristalino de los ojos, como en esta arana para enfocar los rayos de luz. (. A , 
Darrell Gulin/Getty Images; B , Mantis Wildlife Films/Oxford 
Scientific Films/Animals Animals.) 


otras moleculas. Las proteinas, en otras palabras, exhiben un alto 
grado de especificidad. Es posible, por ejemplo, que una enzima 
sea capaz de reconocer un segmento de DNA que contiene una 
secuencia especifica de ocho nucleotidos, al tiempo que ignora 
todas las otras 65 535 posibles secuencias compuestas de ese 
numero de nucleotidos. 


(a) 



Unidades estructurales de las proteinas Las proteinas 
son polimeros formados de monomeros aminoacidicos. Cada 
proteina contiene una secuencia unica de aminoacidos que le 
confiere a la molecula sus propiedades unicas. Gran parte de las 
propiedades de una proteina se pueden entender al examinar 
las propiedades quimicas de los aminoacidos que las constitu- 
yen. En las proteinas se encuentran casi siempre 20 aminoaci¬ 
dos diferentes, sean proteinas de un virus o de un ser humano. 
Hay dos aspectos de la estructura de los aminoacidos que deben 
considerarse: los que son comunes a todos ellos y los que son 
unicos de cada uno. Se describen primero las propiedades com- 
partidas. 

Estructuras de los ammoacidos Todos los aminoacidos poseen 
un grupo amino y uno carboxilo separados entre si por un solo 


FIGURA 2-24 Estructura de los aminoacidos. Modelo de esferas y barras d) 
y formula quimica general b) de un aminoacido en el cual el grupo R puede 
ser cualquier grupo quimico (vease fig. 2-26). c) la formation de un enlace 
peptidico ocurre por la condensation de dos aminoacidos, dibujados aqui en 
estado neutro. En la celula, esta reaction ocurre en un ribosoma en el cual 
un aminoacido se transfiere de un acarreador (una molecula de tRNA) al 
extremo de la cadena polipeptidica en crecimiento (vease la figura 11-49). 
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D-alanina L-alanina 



FIGURA 2-25 Estereoisomerismo de los aminoacidos. Debido a que el car- 
bono alfa de todos los aminoacidos, con excepcion de la glicina, esta unido 
a cuatro grupos diferentes, pueden existir dos estereoisomeros. Se muestran 
las formas d y l de la alanina. 


atomo de carbono, el carbono alfa (fig. 2-2Aa y b). En una solu¬ 
tion acuosa neutral, el grupo carboxilo alfa pierde su proton 
y existe en un estado de carga negativa (—COO - ); el grupo 
a-amino acepta un proton y permanece en estado cargado posi- 
tivo (—NH 3 ) (fig. 2-247). En la pagina 43 se menciono que los 
atomos de carbono se unian a cuatro diferentes grupos y pueden 
existir en dos configuraciones ( estereoisomeros) a las que resulta 
imposible superponerse la una a la otra. Los aminoacidos tam- 
bien encierran atomos de carbono asimetricos. Con la exception 
de la glicina, el carbono alfa de los aminoacidos se une a cuatro 
diferentes grupos, asi que cada aminoacido puede existir en dos 
formas, dol (fig. 2-25). Los aminoacidos que se emplean en la 
sintesis de una proteina por medio de un ribosoma son siem- 
pre los L-aminoacidos. La “selection” de L-aminoacidos debio 
suceder en la evolution celular temprana y esta selection se ha 
conservado por miles de millones de anos. Empero,los microor- 
ganismos usan D-aminoacidos en la sintesis de ciertos peptidos 
pequenos, incluidos los que constituyen la pared celular y varios 
antibioticos (p. ej., gramicidina A). 

Durante el proceso de la sintesis de proteina, cada amino¬ 
acido se une a otros dos aminoacidos y forma un polimero largo 
no ramificado y continuo llamado cadena polipeptidica. Los 
aminoacidos forman una cadena polipeptidica tras unirse con 
enlaces peptidicos que resultan de la union de los grupos car¬ 
boxilo de un aminoacido al grupo amino del aminoacido con- 
tiguo, con la elimination de una molecula de agua (fig. 2-24r). 
Una cadena polipeptidica compuesta de un grupo de aminoaci- 
dos unidos por enlaces peptidicos tiene la siguiente estructura: 


Enlace peptidico 



En “promedio”, una cadena polipeptidica contiene 450 
aminoacidos. El polipeptido mas largo conocido, encontrado 


en la proteina muscular llamada titina, posee mas de 30 000 
aminoacidos. Una vez incorporados a una cadena polipeptidi¬ 
ca, los aminoacidos se conocen como residuos. El residuo en un 
extremo de la cadena, el N-terminal, contiene un aminoacido 
con un grupo a-amino fibre (no enlazado); de esta forma, el 
residuo en el extremo opuesto, el C-terminal, tiene un grupo 
a-carboxilo fibre. Ademas de los aminoacidos, muchas proteinas 
contienen otros tipos de componentes que se agregan despues 
de la sintesis polipeptidica. Estos incluyen carbohidratos (para 
formar glucoproteinas), grupos que poseen metales (para formar 
metaloproteinas) y grupos organicos (p. ej., flavoproteinas). 

Las propiedades de las cadenas laterales El esqueleto, o cadena 
principal, del polipeptido esta compuesto por la parte comun 
de cada aminoacido. El grupo R o cadena lateral (fig. 2-24), 
unido al carbono alfa, es muy variable entre las 20 unidades y es 
esta variabilidad la que al final confiere a las proteinas su estruc¬ 
tura diversa y actividades. Si las diferentes cadenas laterales de 
los aminoacidos se consideran en conjunto, muestran una gran 
variabilidad de caracteristicas estructurales, desde los que estan 
cargados por completo, o los hidrofobos, hasta aquellos que par- 
ticipan en una variedad de enlaces covalentes y no covalentes. 
Como se discute en el siguiente capitulo, las cadenas laterales 
de los “sitios activos” de las enzimas pueden facilitar (catalizar) 
muchas reacciones organicas diferentes. En las variadas caracte¬ 
risticas de las cadenas laterales, los aminoacidos son importantes 
en interacciones intomoleculares, que determinan la estructura 
y actividad de la molecula, e 2 «*?rmoleculares, las cuales estable- 
cen la relation con un polipeptido de otra molecula, incluidos 
otros polipeptidos (pag. 61). 

Los aminoacidos se clasifican de acuerdo con la naturale- 
za de sus cadenas laterales. Por lo regular se agrupan en cuatro 
grupos: cadenas polares cargadas y cadenas polares no cargadas, 
cadenas no polares y aquellas con propiedades unicas (fig. 2-26). 

1. Polar, con carga. Los aminoacidos de este grupo incluyen aci- 
do aspartico, acido glutamico, lisina y arginina. Estos cuatro 
aminoacidos contienen cadenas laterales que pueden estar 
del todo encadenadas, esto es, las cadenas laterales contienen 
fuertes acidos y bases organicas. Las reacciones de ionization 
del acido glutamico y lisina se muestran en la figura 2-27. 
A pH fisiologico, las cadenas laterales de estos aminoacidos 
estan casi siempre presentes en su estado cargado por com¬ 
pleto. En consecuencia, son capaces de formar enlaces ionicos 
con otras especies cargadas en las celulas. Por ejemplo, los 
residuos de arginina cargados de forma positiva de las protei¬ 
nas de histona se unen mediante enlaces ionicos a los grupos 
fosfato del DNA cargado de modo negativo (vease la figura 
2-3). La histidina tambien se considera un aminoacido polar 
cargado, aunque en la mayor parte de los casos solo presenta 
cadena partial a pH fisiologico. De hecho, debido a esta capa- 
cidad para ganar o perder un proton a pH fisiologico, la histi¬ 
dina es un residuo en particular importante en el sitio activo 
de muchas proteinas (vease la figura 3-13 como ejemplo). 

2. Polar, sin carga. Las cadenas laterales de estos aminoaci- 
dos tienen una carga partial negativa o positiva y por tanto 
pueden formar enlaces de hidrogeno con otras moleculas, 
incluida la del agua. Estos aminoacidos casi siempre son 
muy reactivos. En esta categoria se incluyen la asparagina y 
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Propiedades de las cadenas laterales (grupos R): 

Las cadenas laterales hidrofilas actuan como acidos o bases que tienden a estar cargados por completo (+ o -) 
en condiciones fisiologicas. 
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Propiedades de la cadena lateral: 

Las cadenas laterales hidrofilas tienden a tener cargas en parte + o - que les permiten participar en reacciones 
qulmicas, formar puentes de H y relacionarse con agua. 
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Propiedades de la cadena lateral: 

La cadena lateral hidrofoba consiste casi por completo en atomos de H y C. Estos aminoacidos tienden a formar el centra 
de las proteinas solubles y se concentran lejos del medio acuoso. Dichos aminoacidos juegan un papel importante en las 
membranas ya que se vinculan con la bicapa lipidica. 


Cadenas laterales con propiedades unicas 
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CH, .CH-C-O" 

\ / I, 
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I 
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La cadena lateral esta constituida solo por un 
atomo de hidrogeno y puede incluirse en 
un ambiente hidrofilo o hidrofobo. La glicina 
reside a menudo en sitios donde los dos 
polipeptidos entran en contacto estrecho. 


Aunque la cadena lateral tiene una 
naturaleza polar sin carga, posee la 
propiedad unica de formar enlaces 
covalentes con otra cisteina para formar 
un enlace disulfuro. 


Aunque la cadena lateral tiene una 
naturaleza hidrofoba, posee la propiedad 
unica de crear enrollamientos en las 
cadenas polipeptldicas y romper 
estructuras secundarias ordenadas. 


FIGURA 2-26 Estructura quimica de los aminoacidos. Estos 20 aminoaci¬ 
dos son los mas encontrados en las proteinas y, de manera mas especifica, los 
codificados por el DNA. Ademas de los que se muestran aqui, puede haber 
otros aminoacidos como resultado de una modification. Los aminoacidos 


se clasifican en cuatro grupos con base en la naturaleza de sus cadenas late¬ 
rales, como se describe en el texto. Todas las moleculas estan representadas 
como aminoacidos libres en su estado ionizado como existirian en solution 
a pH neutro. 
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FIGURA 2-27 Ionization de los aminoacidos polares cargados. a) La cade- 
na lateral del acido glutamico pierde un proton cuando su grupo carboxilico 
se ioniza. El grado de ionization del grupo carboxilo depende del pH del 
medio: cuanto mas alta es la concentration del ion hidrogeno (pH bajo), 
menor es el porcentaje de grupos carboxilo en su estado ionizado. Inver- 
samente, un aumento del pH da lugar a un incremento de la ionization 
del proton del grupo carboxilo, lo que eleva el porcentaje de las cadenas 
laterales de acidos glutamicos cargados de forma negativa. El pH en el cual 
50% de las cadenas laterales esta ionizado y 50% no se conoce como pK, 
que es 4.4 para la cadena lateral del acido glutamico libre. A pH fisiologi- 
co, practicamente todos los residuos del acido glutamico de un polipeptido 
estan cargados de modo negativo. b ) La cadena lateral de la lisina empieza 
a ionizarse cuando su grupo amino gana un proton. Cuanto mas alta es la 
concentration del ion hidroxilo (pH alto), menor es el porcentaje de grupos 
amino con carga positiva. El pH en el cual 50% de las cadenas laterales de 
la lisina esta cargado y 50% no es 10.0, que es el pK para la cadena lateral 
de la lisina libre. A pH fisiologico, casi sin exception todos los residuos de 
la lisina de un polipeptido estan cargados de manera positiva. Despues de 
su incorporation a un polipeptido, el ambiente circundante puede modificar 
en gran medida el pK de un grupo cargado. 


glutamina (amidas del acido aspartico y el acido glutamico), 
treonina, serina y tirosina. 

3. No polar. Las cadenas laterales de estos aminoacidos son 
hidrofobas y no tienen capacidad para formar enlaces elec- 
trostaticos o interactuar con el agua. Los aminoacidos de esta 
categoria son alanina, valina, leucina, isoleucina, triptofano, 
fenilalanina y metionina. Por lo general, las cadenas laterales 
de los aminoacidos no polares carecen de oxigeno y nitroge- 
no. Varian sobre todo en forma y tamano, lo cual permite a 
algunos de ellos introducirse de modo estrecho en un espacio 
particular dentro del nucleo de la proteina y unirse entre si 
como consecuencia de las fuerzas de van der Waals y las in- 
teracciones hidrofobas. 

4. Los otros tres aminoacidos, glicina, prolina y cisteina tienen 
propiedades unicas que los distinguen de los demas. El grupo 


lateral de la glicina consta de un solo atomo de hidrogeno y 
por esta razon la glicina es un aminoacido muy importante. 
Debido a la falta de una cadena lateral, los residuos de gli¬ 
cina permiten que los esqueletos de dos polipeptidos (o dos 
segmentos del mismo polipeptido) se aproximen entre si de 
manera muy estrecha. Ademas, la glicina es mas flexible que 
los otros aminoacidos y es util en las porciones del esqueleto 
que necesitan mover articulaciones. La prolina es unica por 
poser un grupo a-amino como parte de un anillo (lo que la 
convierte en un iminoacido). La prolina es un aminoacido 
hidrofobo que no adopta con facilidad una estructura secun¬ 
daria ordenada, como una oc-helice (pag. 55), y que a menu- 
do produce acodamientos o bisagras. La cisteina contiene un 
grupo sulfhidrilo (—SH) reactivo que aparece con frecuencia 
unido a otro residuo de cisteina mediante un enlace covalen- 
te, como un puente disulfuro (—SS—). 
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Muchas veces los puentes disulfuro se forman a partir de 
dos cisteinas que estan distantes la una de la otra en el esque¬ 
leto polipeptidico o en dos polipeptidos separados. Los puentes 
disulfuro ayudan a estabilizar las formas intrincadas de las pro- 
teinas, en particular aquellas presentes fuera de las celulas donde 
estan sujetas a actividad fisica y quimica. 

No todos los aminoacidos descritos en esta section se hallan 
en todas las proteinas ni tampoco distribuidos de una manera 
equivalente. Existen otros aminoacidos en las proteinas, pero 
son resultado de la alteration de las cadenas laterales de uno de 
los 20 aminoacidos basicos despues de incorporarse a la cadena 
del polipeptido. Por esta razon se conocen como modificacio- 
nes postraduccionales (PTM, posttranslational modifications). 
Se han documentado docenas de tipos diferentes de PTM. La 
mas comun es la adicion covalente de un grupo fosfato a un 
residuo serina, treonina o tirosina. Las PTM pueden generar 
cambios notables en las propiedades y la actividad de las pro¬ 
teinas, de manera mas importante al modificar sus interacciones 
con otras moleculas (p. ej., fig. 12-55) o al acortar su lapso de 
vida en la celula (section 12.7). La presencia o ausencia de un 
solo grupo fosfato en una proteina reguladora potencialmente 
puede determinar si una celula se comportara como cancerosa 
o normal. Debido a las modificaciones postraduccionales, un 
polipeptido individual puede existir como varias moleculas bio- 
logicas distintas. 
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FIGURA 2-28 Organization de los residuos de aminoacidos hidrofilos e 
hidrofobos en la proteina soluble citocromo c. a) Las cadenas laterales 
hidrofilas, que se muestran en verde, se localizan sobre todo en la superficie 
de la proteina donde hacen contacto con el medio acuoso circundante. b ) 
Los residuos hidrofobos, que se muestran en rojo, se hallan dentro del cen- 


tro de la proteina, de modo especifico cerca del grupo hemo central. (Ilus- 
tracion, Irving Geis. Imagen de Irving Geis Collection/Howard 
Hughes Medical Institute. Derechos de HHMI. Reproducida con 

AUTORIZACION.) 


El caracter ionico, polar o no polar, de las cadenas late¬ 
rales de los aminoacidos es esencial en la estructura y funcion 
de las proteinas. Las proteinas mas solubles (es decir, que no 
forman parte de la membrana) estan constituidas de tal modo 
que los residuos polares se situan en la superficie de la molecula, 
en donde puedan unirse con las moleculas de agua circundantes 
y contribuir a la solubilidad de la proteina en la solucion acuosa 
(fig. 2-28 a). En cambio, los residuos no polares estan situados 
sobre todo en el nucleo de la molecula (fig. 2-28 b). Los resi¬ 
duos hidrofobos del interior de la proteina estan a menudo muy 
bien empaquetados juntos y crean un tipo de rompecabezas tri¬ 
dimensional en el cual las moleculas de agua se excluyen casi 
siempre. Las interacciones hidrofobas entre las cadenas laterales 
no polares de estos residuos son una fuerza motriz durante el 
plegamiento de las proteinas (pag. 64) y contribuyen de modo 
sustancial a la estabilidad de la proteina. En muchas enzimas, 
los grupos reactivos polares se proyectan dentro del interior no 
polar y dan a la proteina su propiedad catalitica. Por ejemplo, 
un ambiente no polar puede aumentar las interacciones ionicas 
entre los grupos cargados, que deberian reducirse en un ambien¬ 
te acuoso por competencia con el agua. Algunas reacciones que 
tienen lugar a una velocidad imperceptible en el agua ocurren en 
milesimas de segundo dentro de una proteina. 

La estructura de las proteinas En ninguna otra parte de 
la biologia se observa mejor la relacion intima entre la forma 


y funcion que en las proteinas. Estas son moleculas enormes y 
complejas, pero su estructura en cualquier ambiente es por com- 
pleto definida y predecible. Cada aminoacido de una proteina se 
localiza en un sitio especifico dentro de estas moleculas gigantes 
y le confiere a la proteina la estructura y reactividad necesarias 
para la funcion que debe desempenar. La estructura de la pro¬ 
teina se puede describir en diferentes niveles de organization; 
cada uno remarca un aspecto diferente y a su vez cada uno es 
dependiente de diferentes tipos de interacciones. Por lo general 
se describen cuatro niveles en la proteina: primario, secunda- 
rio, terciario y cuaternario. El primero, la estructura primaria, se 
refiere a la secuencia de aminoacidos de una proteina, en tanto 
que los otros tres niveles se relacionan con la organization de la 
molecula en el espacio. Para entender el mecanismo de action 
y la funcion biologica de una proteina es importante conocer 
como se constituye dicha proteina. 

Estructura primaria La estructura primaria de un polipeptido es 
la secuencia lineal de aminoacidos especificos que constituyen la 
cadena. Con 20 diferentes bloques de construction, el numero de 
polipeptidos variados que pueden formarse es 20”, en el que n es 
el numero de aminoacidos en la cadena. Puesto que la mayor parte 
de los polipeptidos contiene mucho mas de 100 aminoacidos, las 
posibles secuencias son practicamente ilimitadas. La information 
del orden preciso de los aminoacidos en cada proteina que un 
organismo produce se incluye en el genoma de dicho organismo. 
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FIGURA 2-29 Micrografia electronica de barrido de una celula roja sangui- 
nea de una persona con anemia de celulas falciformes. Comparese con la 
micrografia de una celula roja sanguinea normal de la figura 4-31 a. (Cor- 
tesi'a de J. T. Thornwaite, B. F. Cameron y R. C. Leif.) 


Como se vera despues, la secuencia de aminoacidos sumi- 
nistra la informacion requerida para determinar la configuration 
tridimensional de la molecula y por lo tanto su funcion. Por con- 
siguiente, la secuencia de aminoacidos es de la mayor impor- 
tancia y los cambios que se originan en dicha secuencia como 
resultado de las mutaciones geneticas del DNA no se pueden 
tolerar con facilidad. El primer ejemplo y mejor estudiado 
de esta relation es el cambio de la secuencia de aminoacidos de 
la hemoglobina, cuyo resultado es la enfermedad conocida como 
anemia drepanotitica. Esta anemia intensa y hereditaria se genera 
por un solo cambio en la secuencia aminoacidica dentro de la 
molecula de hemoglobina: un residuo de valina no polar esta 
presente donde se localizaba en condiciones normales un acido 
glutamico cargado. Este cambio en la estructura de la hemo¬ 
globina puede tener efectos notables en la forma de los globulos 
rojos y convierte la forma de disco aplanado normal de las celu¬ 
las en una forma de hoz (fig. 2-29), con la tendencia a tapar con 
coagulos los pequenos vasos sanguineos, lo que provoca dolor y 
crisis que amenazan la vida. No todos los cambios aminoacidi- 
cos tienen tan grave efecto, como lo muestran las diferencias de 
secuencia aminoacidica en la misma proteina de otros organis- 
mos relacionados. El grado en el que los cambios de la secuencia 
primaria se toleran depende de la proportion en la cual se alte- 
ran ya sea el aspecto de la proteina o bien los residuos criticos 
funcionales. 

A principios de la decada de 1950, Frederick Sanger y 
colaboradores de la Cambridge University determinaron la pri- 
mera secuencia aminoacidica de una proteina. Se selecciono la 
insulina de vaca para su estudio debido a la disponibilidad y su 
pequeno tamano: dos cadenas polipeptidicas de 21 y 30 amino¬ 
acidos cada una. La secuenciacion de la insulina fue una verdadera 
proeza en el naciente campo de la biologia molecular. Revelo 
que las proteinas, las moleculas mas complejas de las celulas, 
tenian una subestructura especifica definible que no era regular 
ni repetitiva, como la de los polisacaridos. Cada tipo particular 
de polipeptido, ya sea la insulina o alguna otra especie, tiene una 


secuencia precisa de aminoacidos que no varia de una molecula a 
otra. Con el advenimiento de las tecnicas de secuenciacion rapi- 
da del DNA (vease section 18.15), la estructura primaria de un 
polipeptido puede deducirse a partir de la secuencia nucleotida 
del gen que la codifica. En los pocos anos que han transcurrido 
se determino la secuencia completa de los genomas de cientos 
de organismos, incluido el ser humano. Esta information per- 
mitira a los investigadores conocer cada proteina que los orga¬ 
nismos pueden elaborar. Sin embargo, traducir en conocimiento 
la information de la estructura primaria todavia representa un 
gran reto. 

Estructura secundaria Toda la materia existe en el espacio y por 
lo tanto tiene una estructura tridimensional. Las proteinas se 
forman mediante uniones entre un gran numero de atomos; por 
consiguiente, su forma es compleja. El termino conformation 
se refiere a la disposition tridimensional de los atomos de una 
molecula, es decir, su organization espacial. La estructura secun¬ 
daria describe la conformation de partes de la cadena de poli- 
peptidos. Linus Pauling y Robert Corey, del California Institute 
of Technology, llevaron a cabo los primeros estudios acerca de la 
estructura secundaria de las proteinas. A1 estudiar la estructura 
de peptidos simples que consistian en pocos aminoacidos unidos 
entre si, Pauling y Corey concluyeron que las cadenas polipep¬ 
tidicas existian en conformaciones predefinidas que proveen el 
numero maximo posible de puentes de hidrogeno entre los ami¬ 
noacidos vecinos. 

Se propusieron dos conformaciones. En una de ellas, el 
esqueleto del polipeptido tomaba la forma de un cilindro, una 
espiral denominada helice alfa (a) (fig. 2-30 a,b). La estructura 
permanece en el lado interno de la helice y las cadenas laterales 
se proyectan hacia fuera. La estructura helicoidal se estabiliza 
por medio de la union de puentes de hidrogeno entre los ato¬ 
mos de un peptido enlazado y los situados justo arriba y abajo 
a lo largo de la espiral (fig. 2-30r). Los patrones de difraccion 
de rayos X de proteinas verdaderas, determinados en el dece- 
nio de 1950, revelaron la existencia de helices alfa, primero en 
la proteina queratina del cabello y despues en varias proteinas 
que unen oxigeno, como la mioglobina y la hemoglobina (vease 
fig. 2-34). Las superficies opuestas de una helice alfa pueden 
tener propiedades contrastantes. En las proteinas hidrosolubles, 
la superficie externa de una helice alfa contiene con frecuen- 
cia residuos polares en contacto con el solvente, en tanto que la 
superficie enfrentada con el interior posee cadenas laterales no 
polares. 

La segunda conformation que propusieron Pauling y 
Corey fue la estructura de hojabeta (P) plegada, la cual consiste 
en varios segmentos de un polipeptido que permanecen lado con 
lado. A diferencia de la estructura de la helice alfa, el esqueleto 
de cada segmento de polipeptido (o cadena beta) en una hoja 
beta toma una conformation con dobleces (fig. 2-31«). A1 igual 
que la helice alfa, la lamina beta tambien se caracteriza por un 
gran numero de puentes de hidrogeno, pero estas uniones son 
perpendiculares al eje principal de la cadena de polipeptidos y 
se proyectan de manera transversal desde un lado de la cadena 
hacia el otro (fig. 2-31 .b). Del mismo modo que la helice alfa, la 
lamina beta tambien se encuentra en muchas proteinas diferen- 
tes. Puesto que la cadena de aminoacidos esta casi por completo 
extendida, la lamina beta resiste las fuerzas de tension (estres). 
La seda es una proteina integrada sobre todo por laminas beta; 
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FIGURA 2-30 La helice alfa. a) Linus Pauling ( izquierda ) y Robert Corey 
con un modelo en madera de la helice alfa. El modelo tiene una escala de 1 
pulgada por A, que representa una amplification de 254 millones de veces. 
b ) Trayectoria helicoidal alrededor de un eje central que toma el esqueleto 
polipeptidico en una region de la helice alfa. Cada vuelta completa (360°) 
de la helice corresponde a 3.6 residuos de aminoacidos. La distancia entre 
los residuos adyacentes es de 1.5 A. c) Configuration de los atomos del 
esqueleto de la helice alfa y los puentes de hidrogeno que se forman entre 


los aminoacidos. Debido a la rotation helicoidal, los enlaces peptidicos de 
cada cuatro aminoacidos estan muy cerca. El acercamiento del grupo carbo- 
nilo (C=0) de un enlace peptidico al grupo imino (H—N) de otro enlace 
peptidico resulta en la formation de puentes de hidrogeno entre ellos. Los 
puentes de hidrogeno (barras de color naranja) estan en esencia paralelas al 
eje del cilindro y de ese modo sostienen las vueltas de la cadena. ( A , Corte- 
SIA DE LOS ArCHIVOS, CALIFORNIA INSTITUTE OF TECHNOLOGY.) 


las fibras de seda deben su resistencia a esta caracteristica estruc- 
tural. De manera sorprendente, una sola fibra de tela de arana, 
que tiene la decima parte del grosor de un cabello humano, es 
cinco veces mas resistente que una fibra de acero del mismo 
peso. 




Las porciones de una cadena de polipeptidos no organizada 
en helices alfa o laminas beta pueden consistir en bisagras, vuel¬ 
tas, asas o extensiones digitiformes. Con frecuencia estas son las 
partes mas sensibles de una cadena de polipeptido y los sitios 
de mayor actividad biologica. Por ejemplo, se sabe de las inter- 
acciones especificas de las moleculas de anticuerpo con otras 
moleculas (antigenos); estas interacciones reciben la mediation 


FIGURA 2-31 La hoja |i plegada. a ) Cada polipeptido de una hoja beta asume 
una conformation extendida pero plegada a la cual se le denomina cade¬ 
na beta. El plegamiento es consecuencia de la localization de los carbonos 
alfa por arriba y abajo del piano de la hoja. Las cadenas laterales sucesivas 
(grupos R en la figura) se proyectan hacia arriba y abajo del esqueleto. La 
distancia entre los residuos adyacentes es 3.5 A. b ) Una hoja beta plegada 
posee un numero de cadenas beta que se encuentran paralelas una a la otra y 
estan unidas por un ordenamiento regular de puentes de hidrogeno entre los 
grupos carbonilo e imino de los esqueletos contiguos. Los segmentos proxi- 
mos del esqueleto polipeptidico pueden tambien estar paralelos (en la misma 
direccion N-terminal —> C-terminal) o antiparalelos (en direccion opues- 
ta N-terminal —» C-terminal). ( B , Ilustracion de Irving Geis. Imagen 
de la Irving Geis Collection/Howard Hughes Medical Institute. 
Derechos de HHMI. Solo puede reproducirse con autorizacion.) 
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FIGURA 2-32 Modelo de liston de la ribonucleasa. Las regiones de una 
helice alfa se muestran como espirales y las cadenas beta como listones apla- 
nados con las flechas que indican la direction N-terminal —> C-terminal 
del polipeptido. Los segmentos de la cadena que no adoptan una estructura 
secundaria regular (p. ej., una helice alfa o una cadena beta) consisten sobre 
todo en asas y vueltas y se muestran en color verde lima. Los puentes disul- 
furo aparecen en color azul. (Dibujo de Jane S. Richardson.) 


FIGURA 2-33 Patron de difraccion de rayos X de la mioglobina. El patron 
de manchas se produce a medida que los atomos en el cristal de protema 
difractan un haz de rayos X, lo que da lugar a que los rayos X golpeen 
la pelfcula en sitios espetificos. La information derivada de la position e 
intensidad (oscurecimiento) de las manchas puede usarse para calcular las 
posiciones de los atomos en la protema que difracta los rayos, lo cual crea 
estructuras complejas como la que se muestra en la figura 2-34. (Cortesia 
de John C. Kendrew.) 


de una serie de asas en uno de los extremos de la molecula de 
anticuerpo (veanse las figuras 17-13 y 17-14). Los diferentes 
tipos de estructuras secundarias se muestran de manera muy 
simple en la figura 2-32: las helices alfa se representan como 
listones helicoidales, las hojas beta son flechas aplanadas y los 
segmentos de conexion como cadenas delgadas. 

Estructura terciaria El siguiente nivel por arriba de la estructu¬ 
ra secundaria es la estructura terciaria, que describe la conforma¬ 
tion de la protema en su totalidad. De esta forma, a la estructura 
secundaria la estabilizan de manera primaria los puentes de 
hidrogeno entre los atomos que forman los enlaces peptidicos 
del esqueleto; la estructura terciaria gana estabilidad por una 
disposition de uniones no covalentes entre las diferentes cade¬ 
nas laterales de la protema. La estructura secundaria se limita 
por un pequeno numero de conformaciones, pero la estructura 
terciaria es virtualmente ilimitada. 

La estructura terciaria detallada de una protema se deter- 
mina casi siempre a traves de la tecnica de cristalografia de 
rayos X. s En esta tecnica (que se describe con mayor precision 


5 La estructura tridimensional de las proteinas pequenas se puede determinar por 
espectroscopia NMR, que no se trata en el texto (veanse revisiones de esta tecnolo- 
gia en el suplemento de julio de Nat Struct Biol. 1998, Nat Struct Biol. 7:982,2000, 
y Chem Rev. 104:3541,2004). 

En la figura la, pag. 66, se muestra una estructura derivada de NMR. 


en las secciones 3.2 y 18.8), el cristal de una protema se bombar- 
dea con pequenos haces de rayos X y luego la radiation que es 
difractada por los electrones de los atomos de la protema se per- 
mite que entre en contacto con una placa sensible a la radiation, 
o detector, para formar una imagen de manchas, como la que se 
muestra en la figura 2-33. Cuando estos patrones de difraccion 
se someten a analisis matematicos complejos, un investigador 
puede inferir la estructura que produce este patron. 

En los ultimos anos, a medida que se han determinado mas 
y mas estructuras proteinicas, se ha hecho manifiesto que una 
cantidad sorprendente de proteinas contienen segmentos de 
longitud considerable que carecen de una conformation defini- 
da. En los modelos de la protema PrP (fig. 1, pag. 66) y las colas 
de histona (fig. 12.10c) se observan ejemplos de proteinas que 
contienen estos tipos de segmentos no estructurados (o desor- 
denados). Las regiones desordenadas de estas proteinas se repre¬ 
sentan como lineas de trazo discontinue en las imagenes, lo que 
expresa el hecho de que estos segmentos del polipeptido pueden 
estar presentes en muchas posiciones distintas y, por tanto, no 
pueden estudiarse por cristalografia de rayos X. Tal vez se pre- 
gunte el lector si las proteinas que carecen de una estructura 
plenamente definida podrian tener una funcion util. De hecho, 
estas regiones desordenadas tienen funciones decisivas en pro- 
cesos celulares vitales, que a menudo implican la union a DNA 
o a otras proteinas. De manera notable, estos segmentos con 
frecuencia experimentan una transformation fisica tras unirse 
a una molecula apropiada y entonces se observa que adquieren 
una estructura plegada definida. 
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La mayoria de las proteinas puede clasificarse con base en 
su conformation estructural en proteinas fibrosas, las cuales 
poseen una estructura muy alargada, o proteinas globulares, 
que tienen una forma compacta. Casi todas las proteinas que 
actuan como materials estructurales fuera de las celulas vivas 
son fibrilares, como las colagenas y elastinas del tejido conjunti- 
vo; las queratinas del cabello, piel y unas; y tambien las fibras de 
la seda. Estas proteinas resisten las fuerzas de corte a las cuales 
se exponen. En cambio, la mayor parte de las proteinas intrace- 
lulares corresponde a proteinas globulares. 

Mioglobina: la primera protema globular cuya estructura terciaria se 
determino Las cadenas polipeptidicas de las proteinas globulares 
son plegadas y empaquetadas en formas complejas. Los puntos 
distantes en su estructura lineal de aminoacidos pueden aproxi- 
marse unos a otros mediante varios tipos de uniones. No fue sino 
hasta 1957 que se dispuso de un modelo de estructura terciaria 
para una proteina globular. El trabajo lo realizaron John Kendrew 
y colaboradores de la Cambridge University, luego de emplear 
patrones de difraccion de rayos X como los que se muestran en la 
figura 2-33. La proteina que reportaron fue la mioglobina. 

Las fiinciones de la mioglobina en el tejido muscular son 
las de un almacen de oxigeno; la molecula de oxigeno se une a 
un atomo de hierro en el centra del grupo hemo. (El hemo es un 
ejemplo de un grupoprostetico, esto es, una portion de la proteina 
que no esta compuesta de aminoacidos, la cual se agrega a la 
cadena polipeptidica despues que esta se ensambla en el ribo- 
soma.) Es el grupo hemo de la mioglobina el que suministra al 
tejido muscular su color rojo. El primer informe de la estructura 
de la mioglobina provino de un perfil de baja resolution sufi- 
ciente para revelar que la molecula era compacta (globular) y que 
la cadena de polipeptidos estaba doblada sobre si misma en una 
disposition compleja. No fue evidente la regularidad o simetria 
dentro de la molecula, tal y como se observo en la description 
anterior de la doble helice del DNA. Esto no fue sorprendente 
si se considera la funcion especifica del DNA y las fiinciones 
diversas de las moleculas de proteina. 

El perfil crudo mas temprano de la mioglobina revelo ocho 
estructuras semejantes a bastoncillos de helice alfa en limites de 
siete a 24 aminoacidos de longitud. No obstante, cerca de 75% 
de los 153 aminoacidos en las cadenas polipeptidicas tenia una 
conformation de helice alfa. Este es un porcentaje muy alto y 
poco usual comparado con otras proteinas ya examinadas. No 
se encontraron estructuras beta plegadas. Analisis subsecuentes 
de la mioglobina mediante difracciones de rayos X adiciona- 
les mostraron una imagen mucho mas detallada de la molecu¬ 
la (figs. 2-34tz y 3-16). Por ejemplo, se demostro que el grupo 
hemo esta situado dentro de un paquete formado por los lados 
hidrofobos de las cadenas que promueven la union del oxigeno 
sin la oxidation (perdida de electrones) de los atomos de hierro. 
La mioglobina no contiene enlaces de disulfuro; la estructura 
terciaria de la proteina permanece junta casi de manera exclusiva 
por interacciones no covalentes. Se piensa que todos los enlaces 
no covalentes (puentes de hidrogeno, enlaces ionicos y fuerzas 
de van der Waals) observados ocurren entre las cadenas laterales 
dentro de las proteinas (fig. 2-35). En cambio con la mioglobi¬ 
na, la mayoria de las proteinas globulares contiene helices alfa 
y estructuras beta. Como se revelo en estudios anteriores, cada 
proteina tiene una estructura terciaria unica que puede correla- 
cionarse con su secuencia aminoacidica y su funcion biologica. 



FIGURA 2-34 Estructura tridimensional de la mioglobina. a) Estructura 
terciaria de la mioglobina de ballena. Casi todos los aminoacidos son parte 
de las helices alfa. Las regiones no helicoidales ocurren sobre todo como 
vueltas, donde las cadenas polipeptidicas cambian de direction. La position 
del grupo hemo se indica en rojo. b ) Estructura tridimensional de la miog¬ 
lobina (el grupo hemo se representa en rojo). Se muestran las posiciones de 
todos los atomos de la molecula, diferentes del hidrogeno. ( A , Ilustracion 
de Irving Geis. Imagen de Irving Geis Collection/Howard Hughes 
Medical Institute. Derechos de HHMI. Reproducida con autori- 
zacion; B , Ken Edward/Photo Researchers.) 


Dominios de proteinas A diferencia de la mioglobina, la mayo¬ 
ria de las proteinas de los eucariotas estan compuestas de dos o 
mas modulos espacialmente diferenciados, o dominios, que se 
pliegan independientemente unos de otros. Por ejemplo, la enzi- 
ma de los mamiferos fosfolipasa C, mostrada en la parte central 
de la figura 2-36, consta de cuatro dominios bien delimitados, 
que se muestran con colores distintos en el dibujo. Los diferen¬ 
tes dominios de un polipeptido a menudo representan partes 
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Fuerzas de van der Waals 



FIGURA 2-35 Tipos de enlaces no covalentes que mantienen la conforma- 
cion de las proteinas. 


que funcionan de manera semiindependiente. Asi, podrian unir- 
se a diferentes factores, como una coenzima y un sustrato o una 
cadena de DNA y otra proteina, o bien podrian moverse con 
relativa independencia uno de otro. Muchos polipeptidos con- 
tienen mas de un dominio y se piensa que han surgido durante 
la evolution por la fusion de genes que codificaban diferentes 
proteinas ancestrales, y que cada dominio representa una parte 
que alguna vez fiie una molecula separada. Cada dominio de la 
molecula de fosfolipasa C de mamifero, por ejemplo, se ha iden- 
tificado como una unidad homologa en otra proteina (fig. 2-36). 
Algunos dominios se han identificado solo en una proteina o 
en unas pocas de ellas. Otros han sido ampliamente “barajados” 
(sometidos a intercambio aleatorio de secuencias) en el trans- 
curso de la evolution, y aparecieron en una variedad de proteinas 
cuyas diferentes regiones muestran pocos o nulos indicios de 
una relation evolutiva. Esta variation de dominios crea protei¬ 
nas con combinaciones de actividades unicas. En pro medio, las 
proteinas de mamifero tienden a ser grandes y contienen mas 
dominios que las proteinas de los organismos menos complejos, 
por ejemplo, las moscas de la fruta y las levaduras. 

En anos anteriores se ha despertado un gran interes por la 
estructura de las proteinas. Ya se han reportado casi 25 000 es- 
tructuras tridimensionales de proteinas y los avances recientes 
en las tecnicas de cristalografia y difraction de rayos X han lle- 
vado a un gran incremento del numero de estructuras notificadas 
cada ano. Aun asi, la inmensa mayoria de las estructuras descri- 
tas en fecha reciente es similar a las proteinas cuya estructura 
ya se determino. Como se discute en la pagina 74, las proteinas 
(o los dominios de los cuales forman parte) se pueden agrupar 
en familias cuyos miembros tienen en general una estructura 
similar. Los dominios que estan agrupados dentro de las mismas 
familias poseen un esqueleto que se pliega en una configuration 
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FIGURA 2-36 Las proteinas seintegran con unidades estructurales o domi- 
nios. La enzima fosfolipasa C de mamifero se compone de cuatro dominios, 
indicados en diferentes colores. El dominio catalitico de la enzima se mues- 
tra en azul. Cada uno de los dominios de esta enzima puede encontrarse de 
forma independiente en otras proteinas como se indica con el mismo color. 
(Tomada de Liisa Holm y Chris Sander, Structure 5:167,1997.) 


regularmente similar y se dice que comparten un plegamiento 
comun. Asi como los secuenciadores quieren describir todos los 
genes en un genoma, los biologos estructurales esperan describir 
todos los diferentes plegamientos que existen en la naturaleza. 
Existe un gran desacuerdo acerca de cuantas familias distintas 
constituyen el universo proteinico: las estimaciones varian desde 
menos de 2 000 hasta mas de 10 000. Un esfuerzo organizado 
al que se dio el nombre de Iniciativa Estructura Proteinica tiene 
la finalidad de determinar las estructuras de la mayor cantidad 
posible de plegamientos en los siguientes anos. Una vez que se 
ha determinado una estructura representativa de un plegamiento 
dado, suele ser posible predecir la estructura de otros miembros 
de la familia a partir de su secuencia de aminoacidos usando 
tecnicas mejoradas en modelacion por computadora. 

Cambios dmamicos dentro de las proteinas Pese a que la estruc¬ 
tura que se observa mediante cristalografia de rayos X posee 
detalles sutiles, se trata de imagenes congeladas en el tiempo. 
En cambio, las proteinas no son estaticas o rigidas, sino capaces 
de ejercer movimientos considerables en su estructura interna. 
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Debido a que son pequenas, con un tamano de nanometros, las 
protemas pueden influirse en grado notorio por la energia de su 
ambiente. Las fluctuaciones aleatorias de pequena escala de los 
ordenamientos de los enlaces dentro de una proteina crean un 
incesante movimiento termico dentro de la molecula. Las tec- 
nicas de espectroscopia, como la resonancia magnetica nuclear, 
pueden vigilar los movimientos dinamicos dentro de las protei- 
nas y revelan cambios en los puentes de hidrogeno, movimientos 
de tipo ondulatorio de las cadenas laterales y rotaciones com- 
pletas de los anillos aromaticos de residuos de tirosina y fenil- 
alanina. El papel que dichos movimientos pueden tener en las 
funciones de una proteina lo ilustran los estudios de la enzima 
acetilcolinesterasa, encargada de la degradation de las molecu- 
las de acetilcolina que se liberan despues de la transmision de 
un impulso de una celula nerviosa a la siguiente (section 4.8). 
Cuando se revelo la estructura terciaria de la acetilcolinesterasa 
por cristalografia de rayos X, no resulto evidente una via o un 
medio para que las moleculas de acetilcolina encajaran en el sitio 
catalitico de la enzima, el cual se situo en la parte baja de una 
cavidad profunda de la molecula. De hecho, un gran numero de 
aminoacidos con cadenas laterales bloqueo la pequena entra- 
da al sitio. Mediante supercomputadoras de alta velocidad, los 
investigadores simularon los movimientos azarosos de los miles 
de atomos dentro de la enzima. Estas simulaciones indicaron 
que los movimientos dinamicos de las cadenas laterales dentro 
de la proteina debian permitir la abertura y el cierre rapidos de 
una “compuerta” para posibilitar la entrada de las moleculas 
de acetilcolina y difundirse dentro del sitio catalitico de la enzi¬ 
ma (fig. 2-37). 

Los movimientos predecibles (no aleatorios) dentro de una 
proteina que se activan por la union de una molecula especifica se 
describen como cambios conformacionales. Una comparacion 
de los polipeptidos se muestra en la figura 3a y b en la pagina 
80 y senala los notables cambios conformacionales que ocurren 
en la proteina bacteriana (GroEL) cuando interactua con otra 
proteina (GroES). Virtualmente cada actividad en la cual una 
proteina toma parte se acompana de cambios conformacionales 
dentro de la molecula (veanse ejemplos en http://molmovdb. 
org). En la miosina estos cambios que tienen lugar durante la 
contraction muscular se muestran en las figuras 9-60 y 9-61. En 
este caso, la union de la miosina con una molecula de actina pro- 
picia una pequena rotation (20°) de k cabeza de miosina, que 
resulta en un movimiento de 50 a 100 A del filamento de actina 
adyacente. La importancia de este suceso dinamico puede reco- 
nocerse si se considera que los movimientos que puede realizar 
el cuerpo son consecuencia de los efectos aditivos de millones de 
cambios conformacionales que regularmente suceden dentro 
de las protemas contractiles de los musculos. 

Estructura cuaternaria Mientras muchas protemas como la 
mioglobina se integran con tan solo una cadena polipeptidica, 
la mayoria incluye mas de una cadena, o subunidad. Las sub- 
unidades pueden vincularse mediante enlaces covalentes similares 
a los puentes disulfuro, pero mas a menudo se aproximan entre 
si por medio de interacciones no covalentes, como ocurre de 
manera regular entre las “uniones” hidrofobas en las superficies 
complementarias de los polipeptidos que estan muy proximos. 
Las protemas compuestas de subunidades poseen una estructu¬ 
ra cuaternaria. Segun sea la proteina, las cadenas polipeptidi- 


FIGURA 2-37 Movimientos dinamicos dentro de la enzima ace- 
tilcolinesterasa. Una portion de la enzima se representa aqui 
en dos conformaciones diferentes: a) una conformation cerrada (izquierda) 
donde la entrada al sitio catalitico esta bloqueada por la presencia de anillos 
aromaticos que son los residuos de tirosina y fenilalanina de las cadenas 
laterales (se muestran en morado) y b) una conformation abierta (derecha) 
en la que los anillos aromaticos de estas cadenas laterales se han alejado, con 
lo cual se abre la “puerta” para permitir la entrada de las moleculas de acetil¬ 
colina al sitio catalitico. Estas imagenes se representan mediante programas 
para computadora que toman en cuenta la information almacenada acerca 
de los atomos que forman la molecula, incluidos la longitud y los angulos de 
los enlaces, attraction y repulsion electrostaticas, fiierzas de van der Waals, 
etc. A partir de esta information, los investigadores son capaces de simular 
los movimientos de varios atomos, lo cual provee imagenes de las confor¬ 
maciones que las protemas pueden asumir. Una animation de esta imagen 
puede encontrarse en la Web en http://mccammon.ucsd.edu. (Cortesia 
de J. Andrew McCammon.) 


cas pueden ser identicas o diferentes. Una proteina compuesta 
de dos subunidades identicas se describe como un homodimero, 
mientras que una proteina integrada con dos subunidades no 
identicas es un heterodimero. En la figura 2-38 a se muestra un 
dibujo de liston de una proteina homodimerica. Las dos sub¬ 
unidades de la proteina se representan en diferentes colores y se 
senalan los residuos hidrofobos que forman los sitios comple- 
mentarios de contacto. La proteina de subunidades multiples 
mejor estudiada es la hemoglobina, la proteina que porta 0 2 
en los globulos rojos. Una molecula de hemoglobina humana 
consiste en dos polipeptidos de globina alfa y dos de globina 
beta (fig. 2-38 b) unidos a una sola molecula de oxigeno. La 
dilucidacion de la estructura dimensional de la hemoglobina de 
Max Perutz de la Cambridge University en 1959 fue uno de los 
primeros hitos de la biologia molecular. Perutz demostro que 
cada uno de los cuatro polipeptidos de globina de una molecula 
de hemoglobina tiene una estructura terciaria similar a la de la 
mioglobina, un hecho que de manera notable sugiere que las 
dos protemas habian evolucionado a partir de un polipeptido 
ancestral comun con un mecanismo comun de union al oxigeno. 
Perutz tambien compare la estructura de las versiones de hemo¬ 
globina oxigenada y desoxigenada. Al hacerlo descubrio que la 
union del oxigeno se acompano del movimiento del atomo de 
hierro unido, muy cerca del piano del grupo hemo. Este movi¬ 
miento sin consecuencias aparentes en la position de un solo 
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FIGURA 2-38 Proteinas con estructura cuaternaria. a) Dibujo del factor de 
crecimiento transformador (32 (TGF-(32), una proteina que es un dfmero 
compuesto de dos subunidades identicas. Las dos subunidades se muestran 
en colores amarillo y azul. Las cadenas laterales de cistefna y los puentes 
disulfuro se muestran en bianco. Las esferas de color amarillo y azul son 
los residuos hidrofobos que forman la interfaz entre las dos subunidades. 
b ) Representacion de la molecula de hemoglobina, que posee dos cadenas de 
globina alfa y dos de globina beta unidas por enlaces no covalentes. Cuando 
los cuatro polipeptidos de globina se ensamblan en una molecula completa 
de hemoglobina, la cinetica de union y liberation de 0 2 son totalmente 
diferentes respecto de las observadas en los polipeptidos aislados. Esto se 
debe a que la union del 0 2 a un polipeptido induce un cambio conforma- 
cional en los otros polipeptidos que alteran su afinidad por las moleculas 
de 0 2 . ( A , Reimpresa con autorizacion de S. Daopin, et al., Science 
257:372,1992, cortesia de David R. Davies. © 1992 American Asso¬ 
ciation for the Advancement of Science; B , Ilustracion de Irving 
Geis. Imagen de Irving Geis Collection/ Howard Hughes Medical 
Institute. Derechos de HHMI. Reproducida con autorizacion.) 


atomo, que empujaba a una helice alfa en la cual estaba conec- 
tado el hierro, precipito una serie de movimientos mas grandes 
dentro de las subunidades y entre ellas. Este hallazgo revelo, por 
primera vez, que las complejas funciones de las proteinas pueden 
efectuarse mediante pequenos cambios en su conformation. 



(a) 20 nm (b) 


FIGURA 2-39 Deshidrogenasa de piruvato: un complejo multiproteico. 

a ) Micrograffa electronica de una tincion negativa del complejo deshidro¬ 
genasa de piruvato aislado de E. coli. Cada complejo contiene 60 cadenas 
polipeptfdicas constituidas por tres enzimas diferentes. Su masa molecular 
se acerca a los cinco millones de daltones. b ) Un modelo del complejo des¬ 
hidrogenasa de piruvato. El corazon del complejo posee un grupo parecido 
a un cubo de moleculas de transacetilasa de dihidrolipoflo. Los dfmeros de 
la deshidrogenasa de piruvato (esferas negras) estan distribuidos de manera 
simetrica hacia los bordes del cubo y los dfmeros de la deshidrogenasa de 
dihidrolipoflo (esferas grises pequenas) se encuentran en las caras del cubo. 
(Cortesia de Lester J. Reed.) 


Interacciones protelna-protelna Aunque la hemoglobina 
consta de cuatro subunidades, todavia se considera una proteina 
simple con una sola funcion. Se conocen muchos ejemplos en 
los cuales diferentes proteinas, cada una con funcion especifica, 
se reunen para crear un complejo multiproteico mucho mas 
grande. Unos de los primeros complejos multiproteicos que 
se describieron y estudiaron fue la enzima deshidrogenasa de 
piruvato de la bacteria Escherichia coli, que posee 60 cadenas 
de polipeptidos correspondientes a tres enzimas diferentes (fig. 
2-39). La enzima que lleva a cabo este complejo cataliza una 
serie de reacciones que conectan dos vias metabolicas, la glu- 
colisis y el ciclo del acido tricarboxilico (vease fig. 5-7). Debido 
a que las enzimas estan vinculadas, el producto de una enzima 
puede conducirse de manera directa a la proxima enzima en la 
secuencia sin diluirse en el medio acuoso de la celula. 

Los complejos multiproteicos que se forman dentro de 
la celula no estan en todos los casos ensamblados de manera 
estable, como el complejo de la deshidrogenasa de piruvato. De 
hecho, como regia general, la mayoria de las proteinas interac- 
tuan con otras proteinas en patrones muy dinamicos; la vincula- 
cion y disgregacion dependen de las condiciones intracelulares 
en un tiempo particular. Las proteinas que interaction tienden 
a mostrar superficies complementarias. Muchas veces una por¬ 
tion saliente de una molecula se inserta en la oquedad de su 
proteina complementaria. Despues que las dos moleculas estan 
en contacto estrecho, sus interacciones se estabilizan por medio 
de enlaces de tipo no covalente. 

La section que aparece en color rojizo en la figura 2-A0a 
se conoce como dominio SH3 y se encuentra como parte de 
mas de 200 diferentes proteinas participantes en la senalizacion 
molecular. La superficie de un dominio SH3 contiene pequenos 
“receptaculos” hidrofobos que ocupan “estructuras” complemen¬ 
tarias en forma de pequenas proyecciones de otra proteina (fig. 
2-40i>). Se ha identificado un gran numero de dominios estruc- 
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FIGURA 2-40 Interacciones proteina-protema. a) Un modelo que ilustra 
las superficies moleculares complementarias de las porciones de dos pro- 
teinas que interactuan. La molecula coloreada de rojo es un dominio SH3 
de la enzima cinasa 3-OH de fosfatidilinositol, cuya funcion se analiza 
en el capitulo 15. Este dominio se une de modo especifico a una variedad 
de peptidos que contienen prolina, como el que se muestra con el modelo de 
volumen completo en la parte superior de la figura. Estan indicados los 
residuos de prolina en el peptido, que se hallan en paquetes hidrofobos en 
la superficie de la enzima. El esqueleto polipeptidico del peptido aparece 
en amarillo y las cadenas laterales en verde. b ) Modelo esquematico de la 
interaction entre un dominio SH3 y un peptido que muestra la manera en 
la cual ciertos residuos del peptido se encajan en los paquetes hidrofobos en 
el dominio SH3. C^,Tomada de Hongtao Yu y Stuart Schreiber, Cell 
76:940,1994, con autorizacion de Cell Press.) 


turales diferentes que, como el dominio SH3, actuan como 
adaptadores para mediar interacciones entre las proteinas. En 
muchos casos, las interacciones proteina-protema se regulan por 
modificaciones, como la adicion de grupos fosfato a un ami- 
noacido clave, el cual puede incrementar o disminuir de manera 
considerable su capacidad para unirse a una proteina comple- 
mentaria. A medida que se han descubierto mas y mas activi- 
dades moleculares complejas, ha resultado evidente la relevancia 
de las interacciones entre proteinas. Por ejemplo, procesos tan 
diversos como la sintesis de DNA, la formacion de ATP y el 
procesamiento de RNA se llevan a cabo mediante “maquinas 
moleculares” formadas por un gran numero de proteinas interac- 


tuantes, algunas de las cuales establecen interrelaciones estables 
y otras uniones transitorias. En fecha reciente se han purificado 
varios cientos de complejos proteinicos distintos en estudios a 
gran escala con levadura. 

La mayoria de los investigadores que estudian las interac¬ 
ciones proteina-protema busca determinar si una proteina se 
relaciona y trabaja con otra y conocer las interacciones fisicas 
con otras proteinas, esto es, las interacciones entre una proteina 
X y otra Y. Estas interrogantes pueden resolverse mediante una 
tecnica llamada sistema de dobles hibridos en levaduras (Y2H), 
que se discute en la section 18-7 y se ilustra en la figura 18-27. 
En esta tecnica, los genes que codifican las dos proteinas bajo 
investigation se introducen en la misma celula de levadura. Si las 
celulas de levadura son positivas para una proteina en particular, 
indicado por un cambio obvio de color en las celulas de levadura, 
entonces las dos proteinas en cuestion interactuan dentro del 
nucleo celular de la levadura. 

Las interacciones entre proteinas suelen estudiarse una a la 
vez, para obtener el tipo de datos que se observa en la figura 2-40. 
En anos recientes, varios grupos de investigation se han dado a 
la tarea de estudiar dichas interacciones a una escala global. Por 
ejemplo, un equipo podria desear conocer todas las interaccio- 
nes que ocurren entre las aproximadamente 14 000 proteinas 
codificadas por el genoma de la mosca de la fruta Drosophila 
melanogaster. Ahora que se ha secuenciado el genoma entero de 
este insecto, virtualmente cada uno de los genes presentes en el 
genoma esta disponible como un segmento individual de DNA 
que puede clonarse y usarse como convenga. En consecuencia, 
debe ser posible someter a prueba todas las proteinas codificadas 
por el genoma de esa mosca, dos al mismo tiempo, en busca de 
posibles interacciones en un sistema Y2H. En un estudio de este 
tipo se informo que, de los millones de posibles combinacio- 
nes, se detectaron 20 000 interacciones entre 7 048 proteinas de 
mosca de la fruta sometidas al ensayo. 

A pesar de que el ensayo Y2H fue el mas empleado para 
el estudio de las interacciones proteina-protema en los pasa- 
dos 15 anos, se trata de un ensayo indirecto (vease fig. 18-27) 
y son comunes los errores. Por un lado, un gran porcentaje de 
interacciones que se sabe ocurren entre proteinas especificas no 
se detecta en estos tipos de experimentos. En otras palabras, el 
ensayo Y2H produce un numero significativo de falsos negati¬ 
ves. Tambien se sabe que este ensayo arroja una elevada propor¬ 
tion de falsos positivos, esto es, indica que dos proteinas pueden 
interactuar cuando otros estudios han demostrado que no lo 
hacen en las condiciones normales de la celula. En el estudio de 
las proteinas de la mosca de la fruta descrito antes, los autores 
usaron analisis por computadora para estrechar los resultados 
desde las 20 000 interacciones originales hasta unas 5 000 inter¬ 
actions en las que tenian gran confianza. En total, se estima 
que, en promedio, cada proteina codificada en el genoma de un 
organismo eucariotico interactua con alrededor de cinco protei¬ 
nas afines distintas. Segun este estimado, las proteinas humanas 
podrian participar en unas 125 000 interacciones distintas. 

Los resultados de los estudios a gran escala acerca de las 
interacciones proteina-protema pueden mostrarse en la forma 
de una red, como la que se ilustra en la figura 2-41. Esta figura 
representa las posibles companeras de union de las diversas pro¬ 
teinas de levadura que contienen un dominio SH3 (vease fig. 
2-40 a) e ilustra las complejidades de tales interacciones al nivel 
de un organismo completo. En esta figura especifica se muestran 
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FIGURA 2-41 Una red de interacciones proteina-protema. Cada lfnea roja 
representa una interaction entre dos protemas de levadura, que se indican 
por los puntos negros con nombre. En cada caso, la flecha apunta desde una 
proteina del dominio SH3 hasta una proteina bianco con la cual se puede 
unir. Las 59 interacciones representadas aqui se identificaron mediante dos 
tipos diferentes de tecnicas que miden las interacciones proteina-protema. 
(Tomada de A. H. Y.Tong, et al., Science 295:323,2002. Copyright © 
2002 American Association for the Advancement of Science.) 


solo las interacciones detectadas por dos metodos del todo dife¬ 
rentes (la tecnica Y2H y otra), lo que permite extraer conclusio- 
nes mucho mas confiables que las basadas en una sola tecnica. 

Ademas de obtener una larga lista de interacciones poten¬ 
tiates, ^que mas puede aprenderse de las actividades celulares 
en estos experimentos a gran escala? De manera notoria, estos 
estudios proveen un camino para continuar la investigation. El 
proyecto de la secuenciacion del genoma ha suministrado a los 
cientificos la secuencia aminoacidica de una gran cantidad de 
protemas cuya existencia se desconocia. ^Que funcion desempe- 
nan estas protemas? Una forma de determinar la funcion de las 
protemas consiste en identificar otras protemas con las que se 
vinculan. Si, por ejemplo, una proteina conocida participa en la 
replication del DNA, y se demuestra que una proteina descono- 
cida interacciona con la proteina conocida, entonces es presumi- 
ble suponer que la segunda tambien interviene en la estructura 
de replication del DNA. De esta forma, a pesar de las limitacio- 
nes, estos estudios de Y2H de gran escala (y otros que utilizan 
diferentes metodos) proveen un punto de initio para estudiar 
una miriada de protemas cuyas interacciones se desconocen y 
cada una de estas interacciones puede llevar a los investigadores 
a descubrir nuevos procesos biologicos ignorados. 

Plegamiento de protemas El descubrimiento de la estruc¬ 
tura terciaria de la mioglobina al final de la decada de 1950 
hizo posible advertir la complejidad de la estructura de las pro¬ 
temas. Sin embargo, surgio entonces una pregunta relevante: 
^como se realiza el complejo y asimetrico proceso del plega¬ 
miento dentro de la celula? El primer indicio para resolver esta 
interrogante aparecio luego de que Christian Anfinsen de los 
National Institutes of Health observara en 1956 el tipo serendi- 
pia. Anfinsen estudiaba las propiedades de la ribonucleasa A, 
una pequena enzima que tiene una cadena polipeptidica de 124 
aminoacidos con cuatro puentes disulfuro que unen porciones 



FIGURA 2-42 Desnaturalizacion y renaturalizacion de la ribonucleasa. 

Una molecula de ribonucleasa nativa se reduce y sufre una desnaturaliza¬ 
cion con mercaptoetanol beta y urea 8 M (se indican los puentes disulfuro 
intramoleculares). Despues de la elimination de estos componentes, la pro¬ 
teina se renaturaliza de manera espontanea. (Tomada de C. J. Epstein, R. 
F. Goldberger y C. B. Anfinsen, Cold Spring Harbor Symp. Quant. 
Biol. 28:439,1963.) 


diferentes de la molecula. Por lo general, los puentes disulfuro 
de una proteina se rompen (se reducen) al agregar un agente 
reductor, como el mercaptoetanol (CH 3 CH 2 SH), que convierte 
cada puente disulfuro en un par de grupos sulfihidrilo (—SH) 
(vease el dibujo de la pagina 53). Para hacer todos los puentes 
disulfuro accesibles al agente reductor, Anfinsen descubrio que 
primero debia desnaturalizar de forma partial la molecula. El 
desplegamiento o desorganizacion de una proteina se conoce 
como desnaturalizacion y puede generarla una gran variedad de 
compuestos, entre ellos detergentes, solventes organicos, radia¬ 
tion, calor y compuestos como la urea y el cloruro de guanidina, 
los cuales interfieren con diferentes interacciones que estabilizan 
la estructura terciaria de la proteina. 

Cuando Anfinsen trato moleculas de ribonucleasa con 
mercaptoetanol y urea concentrada, encontro que la prepara¬ 
tion perdia toda su actividad enzimatica, lo cual seria esperable 
si las moleculas de proteina se desnaturalizaran. Cuando remo- 
vio la urea y el mercaptoetanol de la preparation, hallo, para 
su sorpresa, que las moleculas recuperaban de nueva cuenta su 
actividad enzimatica normal. Las moleculas de ribonucleasa acti- 
va que se habian plegado otra vez a partir de la proteina 
no plegada fueron indistinguibles estructural y funcionalmente 
de las que se plegaron de modo correcto (de manera especifi- 
ca la forma nativa), esto es, las moleculas presentes al initio 
del experimento (fig. 2-42). Despues de exhaustivos estudios de 
estos fenomenos, Anfinsen concluyo que la secuencia lineal 
de aminoacidos contenia toda la information requerida para la 
formation de la conformation polipeptidica tridimensional. Es 
decir, la ribonucleasa es capaz de autoensamblarse. Como se 
analiza en el siguiente capitulo, los sucesos tienden a progresar 
hacia estados de baja energia. De acuerdo con este concepto, la 










64 Capitulo 2 LAS BASES QUIMICAS DE LA VIDA 




FIGURA 2-43 Dos vias alternativas por medio de las cuales una proteina 
recien sintetizada o desnaturalizada podria adoptar su conformation nativa. 
Los segmentos rizados representan las helices alfa y las flechas los segmen- 
tos beta. 


estructura terciaria que una cadena peptidica asume despues de 
plegarse es la estructura con menor energfa, lo cual convierte a 
esta en la estructura mas estable en terminos termodinamicos 
que puede formar esta cadena. 

Se han suscitado numerosas controversias en el estudio del 
plegamiento de proteinas; una de ellas concierne a los tipos de 
sucesos que ocurren en varios estados durante el proceso de ple¬ 
gamiento. Para fines de simplicidad, aqui se restringe la exposi- 
cion a proteinas “sencillas”, como la ribonucleasa, que constan 
de un solo dominio. En el proceso mostrado en la figura 2-43a, 
el plegamiento de proteinas lo inician interacciones entre resi- 
duos contiguos que posibilitan la formation de gran parte de 
la estructura secundaria de la molecula. Una vez que las helices 
alfa y las hojas beta plegadas se forman, el plegamiento posterior 
depende de interacciones hidrofobas que fuerzan los residuos 
no polares juntos en el nucleo central de la proteina. De acuer- 
do con el esquema modificado que aparece en la figura 2-43 b, 
el suceso primario principal en el plegamiento de proteinas es el 
colapso del polipeptido para formar una estructura compacta y 
solo entonces se desarrolla una estructura secundaria de impor- 
tancia. Estudios recientes indican que las dos vias mostradas en 
la figura 2-43 permanecen en extremos opuestos y que la mayo- 
ria de las proteinas probablemente se pliegue por un esquema 
“a mitad del camino” en el cual la formation de la estructura 
secundaria y la compactacion ocurren de manera simultanea. 
Estos eventos iniciales del plegamiento llevan a la formation de 
una estructura transitoria parcialmente plegada que se asemeja 
a la proteina nativa pero carece de muchas de las interacciones 


especificas entre las cadenas laterales de aminoacidos que estan 
presentes en la molecula que esta completamente plegada (fig. 
2-44). 

Si la information que regula el plegamiento se localiza en la 
secuencia aminoacidica, entonces las alteraciones en esta secuen- 
cia tienen el potential de cambiar el modo en que una proteina 
lleva a cabo el plegamiento, lo que crea una molecula con una 
estructura terciaria anormal. De esta forma, se han identifica- 
do muchas mutaciones causantes de alteraciones hereditarias 
que modifican la estructura tridimensional de una proteina. En 
algunos casos, las consecuencias del plegamiento deficiente de 
las proteinas pueden ser fatales. Dos ejemplos de enfermeda- 
des neurodegenerativas letales que se generan por plegamiento 
anormal de las proteinas se discuten en la section Perspectiva 
humana. 

Funcion de las chaperonas moleculares No todas las proteinas son 
capaces de asumir su estructura terciaria final por un simple pro¬ 
ceso de autoensamblaje. Esto no se debe a que la estructura pri- 
maria de estas proteinas no posea la information requerida para 
el plegamiento adecuado, sino a que las proteinas que sufren 
plegamiento tienden a evitarse por las interacciones casuales con 
otras moleculas en los compartimientos celulares. Varias fami- 
lias de proteinas han evolucionado con funciones que ayudan 
a las proteinas plegadas de manera erronea para que archiven 
sus conformaciones tridimensionales apropiadas. Estas “protei¬ 
nas colaboradoras” se conocen como chaperonas moleculares; 
su especificidad consiste en que reconocen de modo selectivo y 
unen secuencias cortas de aminoacidos hidrofobos que tienden 
a exponerse en las proteinas no nativas, pero a ocultarse en pro¬ 
teinas que poseen una conformation nativa. 



FIGURA 2-44 Por la via del plegamiento. La imagen de la izquierda muestra 
la estructura terciaria nativa de la enzima acilfosfatasa. La imagen de la 
derecha es la estructura de transicion que aparece muy rapidamente durante 
el plegamiento de esta enzima. La estructura de transicion consta de nume¬ 
rosas lineas individuals porque es un conjunto de estructuras estrecha- 
mente relacionadas. La arquitectura general de la estructura de transicion 
es similar a la de una proteina nativa, pero muchas de las caracteristicas 
estructurales mas finas de la proteina completamente plegada aun deben 
emerger. El paso del estado de transicion a la proteina nativa implica el final 
de la formation de la estructura secundaria, un empaque mas apretado de las 
cadenas laterales, y el final del enterramiento de las cadenas laterales hidro¬ 
fobas desde el solvente acuoso. (Tomada de K. Lindorff-Larsen, et al., 
Trends Biochem. Sci. 30:14,2005, cortesia de Christopher M. Dob¬ 
son. Copyright 2005, con autorizacion de Elsevier Science.) 
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PERSPECTIVA HUMANA 


El plegamiento de las proteinas puede tener consecuencias fatales 


En abril de 1996 la revista medica Lancet publico un articulo que gene¬ 
ra una gran alarma en las poblaciones europeas. El articulo describio 
un estudio de 10 personas afectadas con la enfermedad de Creutzfeldt- 
Jakob (CJD), una alteration rara y casi siempre letal que afecta el cere- 
bro y ocasiona la perdida de coordination motora y dementia. Como 
otras anormalidades, la CJD puede presentarse como una enfermedad 
hereditaria que aparece en ciertas familias o como una forma esporadi- 
ca en individuos que no tienen antecedente familiar de la afeccion. Sin 
embargo, a diferencia de otros trastornos hereditarios, la CJD puede 
tambien ser adquirida. En fecha reciente se detecto que las personas que 
adquirieron la CJD habian recibido organos o partes organicas dona- 
das por una persona con CJD no diagnosticada. Los casos descritos en 
el ano de 1996 en el articulo de Lancet se debieron a causas adquiridas, 
pero al parecer la fuente de la enfermedad fue carne de res contaminada 
que los sujetos consumieron anos atras. La carne contaminada proce- 
dia de ganado de Inglaterra que habia contraido una enfermedad neuro- 
degenerativa; dicho padecimiento provocaba en los animales perdida 
de la coordination motora y comportamiento demente. La anomalia 
se conocio como la “enfermedad de las vacas locas”. Los pacientes que 
habian adquirido CJD por comer carne contaminada de vacas podian 
distinguirse, con base en diferentes criterios, de aquellos que sufrieron 
las formas tipicas de la enfermedad. Hasta la fecha, unas 170 personas 
han muerto por CJD adquirida de carne contaminada, y las cifras han 
venido declinando. 1 

Una enfermedad que afecta a familias enteras puede rastrearse 
casi siempre hasta un gen mutante; empero, las anormalidades adqui¬ 
ridas de una fuente contaminada pueden atribuirse de modo invaria¬ 
ble a un agente infeccioso. <;C6mo puede la misma enfermedad ser 
hereditaria e infecciosa? La respuesta a esta pregunta ha emergido de 
forma gradual en las decadas pasadas, primero con las observaciones 
de D. Carleton Gajdusek en la decada de 1960 a partir de una rara 
enfermedad que afligio a la poblacion nativa de Papua, Nueva Guinea. 
Gajdusek mostro que estos islenos habian contraido una enfermedad 
letal neurodegenerativa que llamaban “kuru” durante los rituales fune- 
rales en los cuales comian el tejido cerebral del pariente fallecido. Las 
necropsias de los cerebros de los sujetos que habian muerto de kuru 
mostraron una anomalia diferente, conocida como encefalopatia espon- 
giforme, en la cual ciertas regiones del cerebro estaban plagadas con 
pequenos orificios microscopicos (vacuolaciones), lo que daba al tejido 
un aspecto de esponja. 

Se advirtio que los cerebros de los islenos que sufrian kuru eran 
muy similares en apariencia microscopica a los cerebros de personas 
afectadas con CJD. Esta observation suscito una pregunta: <;de que 
manera los cerebros de los individuos que sufren CJD, una anorma- 
lidad hereditaria, contienen un agente infeccioso? En 1968, Gajdusek 


1 En la superficie, esto podria sugerir que la epidemia ha llegado a su fin, pero existen 
varias razones para que los encargados de la salud publica sigan preocupados. Y es 
que el estudio de los tejidos que se han extirpado durante las cirugias en Inglaterra 
indican que es probable que miles de personas esten infectadas de la enfermedad 
sin presentar sfntomas. Incluso si estas personas nunca desarrollan la enfermedad 
clinica, siguen siendo portadores potenciales que podrian transmitir la CJD a otros 
mediante transfusiones sanguineas. De hecho, se sospecha que cuando menos dos 
individuos contrajeron CJD despues de recibir sangre de un donante enfermo. Estos 
datos subrayan la necesidad de probar la sangre en busca del agente causal (cuya 
naturaleza se expone enseguida). 


mostro que, cuando los preparados de una biopsia del cerebro de una 
persona perecida por CJD fueron inyectados en un animal de labo¬ 
ratory, este desarrollaba una encefalopatia espongiforme similar a la 
consecutiva a kuru o CJD. Con toda claridad, los extractos contenian 
un agente infeccioso, que en aquel tiempo se creyo era un virus. 

En 1982, Stanley Prusiner de la University of California, San 
Francisco , publico un articulo que sugeria que, en cambio con los virus, 
el agente etiologico de la CJD carecia de acidos nucleicos y de hecho 
estaba compuesto tan solo de proteinas. Prusiner concedio a la proteina 
el nombre de prion. Esta hipotesis de la “proteina unica”, como se la 
llamo, se recibio al principio con gran escepticismo, pero los estudios 
subsecuentes de Prusiner y otros arrojaron un gran numero de eviden- 
cias que apoyaban la conclusion original. Primero se presupuso que la 
proteina prion era un agente externo, algun tipo de particula semej an¬ 
te a los virus sin acidos nucleicos. En oposicion a esta suposicion, la 
proteina prion mostro que un gen ( PRNP ) la codificaba dentro de los 
propios cromosomas de la celula. El gen se expresa dentro del tejido 
cerebral normal y codifica una proteina denominada PrP c (una protei¬ 
na prion celular) que reside en la superficie de las celulas nerviosas. La 
funcion precisa de la PrP c se desconoce. Una version modificada de la 
proteina (designada PrP Sc , una proteina prion scrapie) se halla en los 
cerebros humanos con CJD. A diferencia de la PrP c normal, la version 
modificada de la proteina se acumula en las celulas nerviosas y forma 
agregados que destruyen a las neuronas. 

En sus estados purificados, PrP c y PrP Sc muestran propiedades 
fisicas muy diferentes. La PrP c permanece como una molecula mono- 
merica que es soluble en condiciones salinas y la destruyen enzimas 
que digieren proteinas. De manera contrastante, las moleculas de PrP Sc 
interaccionan una con otra para formar moleculas fibrilares insolubles 
que son resistentes a la digestion enzimatica. Con base en estas diver- 
gencias, debe esperarse que estas dos formas de proteinas PrP se com- 
pongan de distintas secuencias de aminoacidos, pero este no es el caso. 
Las dos variantes pueden alojar secuencias aminoacidicas identicas, 
pero es diferente la manera en que se pliegan sus cadenas polipepti- 
dicas para formar la molecula de proteina tridimensional (fig. 1). En 
tanto que una molecula de PrP c consiste casi por entero en segmentos 
de helice alfa y asas interconectadas, cerca de 45% de una molecula 
PrpSc t i ene hojas beta. La PrP puede convertirse de una forma soluble 
en una insoluble que no es sensible a las proteasas y forma agregados in 
vitro, tan solo con cambiar las condiciones en el tubo de ensayo. 

No es dificil entender como un polipeptido mutante puede ser 
menos estable y plegarse de manera mas comun en una conformation 
anormal de PrP Sc , pero ^como es capaz de actuar esta proteina como un 
agente infeccioso? De acuerdo con la hipotesis difundida, la molecula 
de proteina prion anormal (PrP Sc ) puede unirse a una molecula nor¬ 
mal (PrP c ) y actuar como un molde que permite que la proteina 
normal sufra el plegamiento anormal. Esta conversion puede mostrarse 
y ocurrir en un tubo de ensayo: la adicion de PrP Sc a una preparation 
de PrP c puede al parecer convertir las moleculas de la PrP c en la con¬ 
formation PrP Sc . Segun esta hipotesis, la aparicion de una proteina 
anormal en el cuerpo, ya sea como un resultado de un mal plegamiento, 
algo raro en el caso de una enfermedad esporadica, o por la exposition 
a instrumentos quirurgicos contaminados, comienza con una reaction 
en cadena en la cual las moleculas de proteina normal en las celulas 
se transforman de modo gradual en la forma anormal de prion. Sigue 
siendo incierto el mecanismo preciso por el cual los priones causan la 
neurodegeneracion. 
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FIGURA 1 Comparacion de las proteinas prion normales (PrP c ) y anor- 
males (PrP Sc ). Estas dos proteinas [mostradas en a ) y b) respectivamente] 
estan formadas por cadenas polipeptidicas que pueden ser identicas en la 
secuencia aminoacidica, pero su plegamiento es muy distinto. Como resul- 
tado de las diferencias en el proceso de plegamiento, la PrP c es soluble y, por 
el contrario, la PrP Sc genera agregados que matan a la celula. La linea pun- 


teada amarilla representa la porcion N terminal del polipeptido, que carece 
de estructura definida. (Las dos moleculas que se muestran en esta figura 
se conocen como conformeros debido a que difieren en la conformacion.) {A\ 
Cortesi'a de Kurt Wuthrich; B : Tomada de S. B. Prusiner, Trends 
Biochem. Sci. 21:483,1996. Copyright © 1996, con autorizacion de 
Elsevier Science.) 


La ECJ es una rara afeccion causada por una proteina con propie- 
dades infectivas unicas. La enfermedad de Alzheimer (AD), por otro 
lado, es un trastorno comun que afecta a 10% de los individuos que 
tienen al menos 65 anos de edad, y quiza a 40% de los sujetos con 
80 anos de edad o mas. Las personas con EA sufren perdida de la 
memoria, confusion y menor capacidad de raciocinio. La ECJ y la AD 
comparten un buen numero de caracteristicas relevantes. Las dos son 
enfermedades neurodegenerativas fatales que pueden ocurrir en forma 
hereditaria o esporadica. Como en el caso de la ECJ, el cerebro de una 
persona con enfermedad de Alzheimer contiene depositos fibrilares de 
un material insoluble conocido como amiloide (fig. 2). En ambas anor- 
malidades, los depositos toxicos fibrilares resultan de la autoasociacion 
de un polipeptido compuesto de manera predominante de hojas beta. 
Existen tambien muchas diferencias basicas entre las dos anomalias: las 
proteinas que ocasionan la enfermedad son diferentes: utilizan agre¬ 
gados de proteinas no relacionadas, las partes del cerebro que estan 
afectadas son distintas y la proteina causante de la AD no actua como 
un agente infeccioso (es decir, no es transmisible). 



FIGURA 2 Apariencia microscopica del tejido cerebral de una persona que 
fallecio por la enfermedad de Alzheimer. (Martin Rothker/Photo- 
TAKE.) 


Casi toda la evidencia sugiere que la enfermedad de Alzheimer 
se debe a la production de una molecula, llamada^ej&rfifo amiloide beta 
(Ap), que es parte de una larga proteina denominada proteinaprecursora 
amiloide ( APP ), la cual atraviesa la membrana de la celula nerviosa. 
El peptido A(3 se libera de la molecula de la APP despues del corte 
por dos enzimas especificas, las secretasas beta y gamma (fig. 3). En 
consecuencia, la longitud del peptido A(3 es variable. Las especies pre- 
dominantes tienen una longitud de 40 aminoacidos (llamados A(340), 
pero tambien se produce una menor especie con dos residuos hidro- 
fobos (denominados AfS42). Los dos peptidos pueden existir en una 
forma soluble que consiste de manera predominante en helices alfa, si 
bien Aj342 muestra una tendencia a plegarse de manera espontanea en 
conformaciones muy diferentes que contienen considerables hojas de 
plegamiento beta. La version A(342 de la molecula es la que en poten- 
cia causa la enfermedad de Alzheimer, debido a que tiende a autoaso- 
ciarse para crear pequenos complejos (oligomeros) y tambien grandes 
agregados que son visibles como fibrillas por medio de la microscopia 
electronica. Aunque la controversia dista mucho de estar resuelta, prue- 
bas recientes sugieren que los oligomeros solubles son los mas toxicos 
para las celulas nerviosas, mas que los agregados insolubles. Al parecer 
dichos oligomeros atacan las sinapsis que conectan las celulas nerviosas 
entre si y finalmente causan la muerte de estas celulas. 

Las personas que padecen una forma hereditaria de AD portan 
una mutation que provoca aumento en la production del peptido A(342. 
Tal sobreproduccion puede ser causada por la posesion de copias extra 
(duplicaciones) del gen APP, por mutation en el gen APP, o por muta- 
ciones en los genes ( PS1, PS2) que codifican subunidades de secretasa y. 
Los individuos con tales mutaciones presentan sintomas de la enferme¬ 
dad a edades tempranas, por lo comun hacia la sexta decada de vida. 

^Que sucederia si fuera posible prevenir la formation del amiloide 
beta o limpiar el cerebro una vez que este se ha depositado?, ^podria 
este tipo de terapia impedir que las personas desarrollaran la afeccion 
o posibilitar que estas se sometieran a tratamiento incluso ya con sig- 
nos de su presencia? Una de las mejores medidas para el desarrollo de 
terapeuticas de trastornos humanos consiste en encontrar modelos ani- 
males adecuados, en particular ratones, que desarrollen enfermedades 
similares y usarlos para probar la efectividad de las terapias potenciales. 
Los animales que exhiben una anomalia que semeja un padecimiento 
humano se conocen como modelos animales. Por alguna razon, los cere- 
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FIGURA 3 Formacion del peptido Ap. Este se obtuvo por corte de la pro- 
teina precursora amiloide (APP) por medio de dos enzimas, secretasas beta 
y gamma. Resulta interesante que las dos enzimas y la APP poseen por- 
ciones transmembranosas. El corte de la APP ocurre dentro de la celula 
(es probable que tenga lugar en el retlculo endoplasmico) y el producto 
resultante Ap se secreta fuera de la celula. La secretasa gamma puede cor- 
tar dos sitios en la molecula APP y crear los peptidos Ap40 o Ap42, este 
ultimo causante de la formacion de las placas de amiloide que se observan 
en la figura 2. La secretasa gamma es una enzima formada por multiples 
subunidades que corta este sustrato en un sitio que se encuentra inmerso 
en la membrana. 


bros de ratones viejos no muestran evidencia de depositos amiloides, 
como los que se identifican en personas y hasta el ano de 1995 no exis- 
tia ningun modelo animal para la enfermedad de Alzheimer. Entonces, 
en ese ano, los investigadores se dieron cuenta que era necesario crear 
una cepa de raton que desarrollara placas de amiloide en sus cerebros y 
que estos estuvieran afectados en las tareas que utilizan la memoria. De 
esa manera crearon estas cepas de ratones por manipulation genetica 
consistente en que llevan un gen humano mutante de APP, un causante 
de la enfermedad de Alzheimer en familias. Este raton manipulado 
desde el punto de vista genetico ( transgenico ) es invaluable para probar 
terapias potenciales para la AD. 

En 1999, Dale Schenk y colaboradores de Elan Pharmaceuticals 
publicaron un hallazgo extraordinario. Estos investigadores habian 
descubierto que la formacion de placas amiloides en ratones que portan 
el gen mutante humano APP podria bloquearse mediante inyecciones 
repetidas a los animales con la misma sustancia que causaba el pro- 
blema, los agregados del peptido AJ342. En efecto, los investigadores 
habian inmunizado (es decir, vacunado) a los ratones contra la enfer¬ 
medad. Cuando los ratones jovenes (seis semanas de edad) se inmu- 
nizaron con A(342, no pudieron desarrollar los depositos de amiloide 
cerebrales cuando llegaron a la madurez. Cuando envejecieron (13 
meses de edad) los ratones cuyos cerebros contenian grandes depositos 
de amiloide se inmunizaron con el A(342 y una fraction significativa de 
los depositos fibrilares se removio del sistema nervioso. De manera mas 
importante, los ratones inmunizados se comportaron mucho mejor que 
los ratones no inmunizados en pruebas que incluian la memoria. 

Este suceso espectacular de los experimentos en ratones, en 
combination con el hecho de que los animales no mostraron efectos 


adversos por el procedimiento de inmunizacion, llevo a la legislation 
reguladora del gobierno a ensayar en poco tiempo una prueba clinica 
en fase I de la vacuna A(342. La prueba clinica en fase I en este pri¬ 
mer paso incluye la prueba de un nuevo farmaco o procedimiento en 
seres humanos y casi siempre se realiza despues de anos de pruebas 
preclinicas en celulas en cultivo y modelos animales. Las pruebas de 
fase I se efectuan en un pequeno numero de sujetos y se disenan para 
vigilar la seguridad del procedimiento aparte de su efectividad contra 
la enfermedad. 

Ninguno de los sujetos con la vacuna A(3, en las dos pruebas de 
fase I separadas, mostro efectos adversos por la inyeccion del peptido 
amiloide. Como resultado, a los investigados se les permitio pasar a las 
pruebas clinicas de fase II, en las cuales interviene un grupo enorme 
de personas y se disenan para obtener una medida de la efectividad del 
procedimiento (o farmacos). En esta prueba en fase II en particular se 
realizaron pruebas de tipo aleatorio y doble ciego, con estudio contro- 
lado con placebo. En este tipo de estudio: 

1. Los pacientes se dividen de manera aleatoria en dos grupos que 
reciben tratamiento de manera similar, con la exception que un 
grupo recibe el factor curativo (proteina, anticuerpos, farmacos, 
etc.) y se investigan y al otro grupo se le suministra un placebo (una 
sustancia inactiva que no tiene valor terapeutico). 

2. El estudio es doble ciego, lo cual significa que ninguno de los inves¬ 
tigadores o pacientes conoce quienes reciben el tratamiento y cuales 
el placebo. 

Las pruebas en fase II para la vacuna A(3 incluyeron a mas de 
350 individuos de Estados Unidos y Europa con diagnostico de AD 
de gravedad media a moderada. Despues de recibir dos inyecciones del 
amiloide beta sintetico (o un placebo), 6% de los sujetos experimento 
una inflamacion en el cerebro capaz de poner en riesgo la vida que 
pudo tratarse. La mayoria de estos pacientes se trato de modo satisfac¬ 
tory con esteroides. Pese a que la prueba se suspendio debido a este 
efecto colateral peligroso, los pacientes que recibieron la vacuna en esta 
prueba aun se vigilan y existen razones para tener cierto optimismo. 
Las necropsias de varios sujetos del estudio que murieron como resul¬ 
tado de las complicaciones de la inflamacion revelaron que las placas 
de amiloide de ciertas regiones de su cerebro habian desaparecido en 
grado notable. Estos informes sugieren que los anticuerpos producidos 
en respuesta a la inmunizacion habian entrado al cerebro e inducido 
los efectos deseados, justo como en los estudios originales en el raton. 
De manera mas relevante, las pruebas en 30 de los pacientes tornados 
del estudio suministraron una evidencia notoria de que la vacuna habia 
tenido mejores efectos en la enfermedad de lenta progresion. 

El objetivo actual es desarrollar estrategias de inmunizacion mas 
seguras. El metodo mas seguro, actualmente en fase clinica, es la inyec¬ 
cion de antibioticos dirigidos contra A(3 producido fuera del cuerpo. 
Este tipo de plan se conoce como inmunizacion pasiva debido a que 
la persona no produce los anticuerpos terapeuticos por si misma. Ya se 
ha probado que la inmunizacion pasiva es capaz de restaurar la funcion 
de memoria en ratones transgenicos. Si esta medida demuestra ser mas 
segura y efectiva en las pruebas clinicas de fases I y II, entonces se 
pasara a la prueba en fase III, casi siempre el ultimo paso antes de la 
aprobacion por parte del gobierno. Una prueba de fase III emplea de 
manera caracteristica a gran numero de sujetos (mil o mas en diferen- 
tes centros de investigation) y compara la efectividad del nuevo trata¬ 
miento con los tratamientos estandar. 

Se han propuesto dos estrategias terapeuticas para la prevention 
de la AD, las cuales son resultado de estudios epidemiologicos en los 
que se intenta correlacionar el desenlace de una enfermedad en parti¬ 
cular con una actividad especifica en miembros de una gran poblacion. 
Diferentes estudios epidemiologicos informan que los individuos que 
han tornado a) ciertos farmacos antiinflamatorios, como ibuprofeno, o 
b) medicamentos que reducen el colesterol llamados estatinas, tienen 
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una incidencia notablemente reducida de enfermedad de Alzheimer. 
Ambos tipos de farmacos ya se han aprobado para uso humano y los 
han consumido decenas de millones de personas con regularidad, lo 
cual los hace agentes terapeuticos ideales. Estan en marcha ensayos 
controlados a gran escala para medir especificamente su capacidad de 
prevenir la AD. Los estudios epidemiologicos tambien sugieren que 
el inicio de la AD se retrasa en personas que siguen participando en 
actividades fisicas o que desafian la inteligencia. 

Tambien se consideran otros enfoques para el tratamiento de la 
AD. Entre ellos se incluyen a) implante cerebral de celulas que secretan 
NGF, una proteina con probada capacidad de prevenir la neurodege¬ 
neration en modelos animales, b ) compuestos que inhiben la actividad 
enzimatica de las secretasas (3 o y, los cuales podrian atenuar la pro¬ 
duction de AJ342, c ) compuestos que se unen al peptido A(3 soluble e 


impiden que se agreguen o formen fibrillas [uno de tales compuestos 
(Alzhemed) es muy promisorio para retardar o prevenir la declination 
cognitiva en pacientes con AD leve], d) compuestos que inhiben la 
ACAT, una enzima implicada en el metabolismo del colesterol y cuya 
actividad podria incrementar la production de A(3, e) estimulacion de 
enzimas que promueven la degradation de A(3 yf compuestos como 
el clioquinol, que eliminan (quelan) cine e iones de cobre. En condi- 
ciones normales, estos dos iones estan presentes dentro de las placas 
de amiloide y se piensa que promueven la formation de la placa. Dada 
la amplia variedad de terapias potenciales que se ensayan, existe algu- 
na razon para tener optimismo de que la enfermedad de Alzheimer 
pronto sera tratable. (Los resultados de los estudios sobre estos y otros 
tratamientos pueden consultarse en www.alzforum.org/dis/tre/drc) 


La figura 2-45 muestra las actividades de varias clases de 
chaperonas moleculares que operan en el citosol de las celu¬ 
las eucariotas. Las cadenas polipeptidicas se sintetizan en los 
ribosomas por la adicion de aminoacidos, uno en cada vez, 
comenzando por la cadena N terminal (paso 1, fig. 2-45). Las 
chaperonas de la familia Hsp70 se unen para alargar las cade¬ 
nas polipeptidicas que emergen del canal de salida dentro de 
la subunidad mayor del ribosoma (paso 2). Las chaperonas 
de la familia Hsp70 impiden al parecer que estos polipeptidos 
parcialmente formados (p. ej., polipeptidos nacientes) formen 
interacciones inapropiadas que podrian dar lugar a una union 
con otras proteinas en el citosol o un plegamiento incorrecto. 
Una vez que se completa su sintesis (paso 3), la chaperona libera 
a muchas de estas proteinas en el citosol, donde se pliegan de 
manera espontanea en su estado nativo (paso 4). Muchos de los 
grandes polipeptidos se transfieren de las proteinas Hsp70 a dife¬ 
rentes tipos de chaperonas conocidas como chaperoninas (paso 5). 
Estas son complejos de proteinas cilindricas que contienen una 
cavidad central en la cual los polipeptidos nuevos sintetizados se 
pueden plegar sin la interferencia de otras macromoleculas en 
las celulas. TRiC es una chaperonina que se cree participa en el 
plegamiento de mas de 15% de los polipeptidos sintetizados en 
las celulas de los mamiferos. El descubrimiento y mecanismo de 
action de las Hsp70 y las chaperoninas se analizan con detalle 
en la section Vias experimentales en la pagina 78. 

El nacimiento del campo de la proteomica Con toda la 
atencion concedida a las secuenciaciones del genoma en anos 
recientes, es facil perder de vista el hecho de que los genes son 
las unidades de almacenamiento de la information primaria, 
si bien las proteinas controlan actividades celulares de impor- 
tancia. La secuenciacion del genoma proporciona una especie 
de “catalogo de partes”. El genoma humano se integra de unos 
25 000 genes, cada uno de los cuales puede suministrar en 
potencia una diversidad de proteinas diferentes. 6 En la actuali- 
dad, solo se ha caracterizado una fraction de estas moleculas. 


6 Existen diferentes vias por las cuales un gen puede generar mas de un polipep- 
tido. Dos de los mecanismos mas importantes son el procesamiento alternative y 
las modificaciones postraduccionales que se analizan en otras secciones del texto. 


El inventario completo de proteinas que produce un orga- 
nismo como el humano se conoce como proteoma. El termino 
tambien se aplica al inventario entero de las proteinas presen¬ 
tes en un tejido en particular, celula u organelo celular. Debido 
al incremento del numero de proteinas que estan bajo estudio, 
los investigadores han sugerido el desarrollo de tecnicas que 
permitan determinar las propiedades o actividades de un gran 
numero de proteinas en un solo experimento. Se acuno un ter¬ 
mino nuevo (proteomica) para describir el creciente campo 
de la bioquimica de proteinas. Este termino incluye el concepto de 
tecnologias avanzadas y computadoras que se han usado para 
realizar estudios a gran escala para diversos ordenamientos de 
proteinas. Esta es la misma medida basica que probo su utili- 
dad en la decada pasada en los genomas. Empero, el estudio de 
la proteomica es inherentemente mas dificil que el estudio de la 
genomica debido a que las proteinas son mas dificiles de trabajar 
en comparacion con el DNA. En terminos fisicos, un gen es 
con mucho el mismo en todos los otros organismos, pero cada 
proteina tiene propiedades quimicas unicas y requerimientos 
para su manipulation diferentes. Ademas, pequenas cantidades 
de un segmento de DNA especifico pueden expandirse en gran 
medida por medio de enzimas faciles de conseguir, mientras que 
no es posible incrementar las cantidades de proteina. Esto es 
especialmente problematico cuando se considera que en el caso 
de muchas de las proteinas que regulan los procesos celulares 
importantes solo hay un punado de copias por celula. 

Por tradition, los bioquimicos de las proteinas han trata- 
do de contestar varias preguntas relacionadas con proteinas en 
particular. Entre ellas se incluyen: ^que actividades especificas 
realiza la proteina in vitro y como ayuda esta actividad a llevar 
a cabo en una celula una funcion en particular, como la loco¬ 
motion celular o la replication del DNA?, ^cual es la estructura 
tridimensional de la proteina?, ^cuando aparece la proteina en 
el desarrollo del organismo y en que tipos celulares?, ^donde 


Tambien puede observarse que muchas proteinas tienen mas de una funcion. Incluso 
se demostro en fecha reciente que la mioglobina, que desde hace mucho tiempo se 
estudia como una proteina de almacenamiento de oxigeno, interviene en la conver¬ 
sion de oxido nitrico (NO) a nitrato (N0 3 - ). 
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FIGURA 2-45 La funcion de las chaperonas moleculares en la estimulacion del plegamiento proteico. Los pasos se describen en el texto. (Se conocen otras 
familias de chaperonas, pero no se exponen aqui.) 


se localiza en la celula?, <;se modifica la proteina despues de su 
slntesis por la adicion de grupos quimicos (p. ej., fosfatos o azu- 
cares) y, si es asi, como modifica esta su actividad?, ^que pro¬ 
portion de la proteina esta presente y cuanto logra sobrevivir 
antes de degradarse?, ^hay cambios en el nivel de la proteina 
durante las actividades fisiologicas o como resultado de algu- 
na enfermedad?, ^otras proteinas de la celula interaction con 
esta proteina? Por decadas los biologos han tratado de contestar 
estas preguntas, pero la mayoria ha tratado de hacerlo a partir de 
una proteina a la vez. Los investigadores en proteomica intentan 
contestar preguntas similares a una escala mucho mas compren- 
siva con tecnicas automatizadas (fig. 2-46). Observe como las 
aproximaciones sistematicas pueden emplearse para investigar 
las interacciones entre proteina y proteina (pag. 62). La atencion 
puede centrarse tambien en la tarea al parecer impresionante de 



FIGURA 2-46 (Imagen de Art ©Joe Sutliff.) 


identificar el ordenamiento tan vasto de las proteinas producidas 
por una celula en particular. 

La figura 2-47 muestra porciones de dos geles que se usa- 
ron para fraccionar (separar) una mezcla de proteinas extraidas 
de la misma parte de los cerebros humanos (fig. 2-Ala) y del 
chimpance (fig. 2-Alb). Las proteinas se fraccionaron mediante 
un procedimiento conocido como electroforesis en gel de poli- 
acrilamida bidimensional (descrito con detalle en la section 

18.7). 

Los geles contenian cientos de diferentes manchas tenidas, 
cada una de las cuales comprendia una sola proteina, o por lo 
menos algunas proteinas que poseen propiedades fisicas simi¬ 
lares y son por tanto dificiles de separar unas de otras. Esta tec- 
nica, que se desarrollo a mediados de la decada de 1970, fue 
la primera y permitio separar de mejor forma un gran nume- 
ro de proteinas en una mezcla. Es evidente que virtualmente 
todas las manchas en un gel tienen su contraparte en el otro gel; 
estas manchas presentes en ambos geles corresponden a las pro¬ 
teinas homologas que se comparten en las dos especies. Ciertas 
manchas estan marcadas con numeros rojos. Las manchas nume- 
radas corresponden a proteinas que muestran diferencias en los 
dos geles, ya sea debido a que: a) las proteinas tienen migracio- 
nes en position apenas distintas (como resultado de una dife- 
rencia en la secuencia aminoacidica en la proteina entre los dos 
organismos) (indicado por las flechas de doble cabeza) o b) 
las proteinas estan presentes en cantidades notablemente dife¬ 
rentes en los cerebros de los dos organismos (indicado por las 
flechas verdes). En todo caso, este tipo de experimento de pro¬ 
teomica suministra un vistazo de las diferencias en la expresion 
de proteinas en el cerebro humano en comparacion con otro 
organismo viviente relativamente cercano. 

Una cosa es separar proteinas y otra muy diferente identi¬ 
ficar cada una de las moleculas separadas. En los anos recientes, 
dos tecnologias se han desarrollado, espectrometria de masas y 
computation de alta velocidad, y han becho posible identificar 
cualquiera o todas las proteinas presentes en un gel, como las 
que se muestran en la figura 2-47. Como se describe de modo 
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FIGURA 2-47 Por lo general, el estudio de la proteomica requiere la sepa- 
racion de mezclas complejas de proteinas. Aqui se muestra la electrofo- 
resis en dos geles que contienen proteinas obtenidas de la corteza frontal 
de los cerebros humanos a) o del chimpance b). Las manchas numeradas 
representan proteinas homologas que muestran diferencias distintivas en 
los dos geles como se discute en el texto. (. Nota: esta es solo una pequena 



(b) 


fraccion de un gel mucho mas grande que contiene alrededor de 8 500 
manchas que simbolizan proteinas sintetizadas en el cerebro del primate.) 
{Nota: los animales utilizados para este estudio fallecieron por causas natu- 
rales.) (Tomada de W. Enard, et al., Science 296:342, 2002, cortesia 
de Svante Paabo. Copyright © 2002 American Association for the 
Advancement of Science.) 


mas detallado en la section 18.7, la espectrometria de masa es 
una tecnica que determina la masa precisa de una molecula o 
fragmento de una molecula que se puede utilizar para identificar 
estas moleculas. Supongase que se desea identificar la proteina 
presente en la mancha que esta indicada con el numero 1 en 
rojo. La proteina que forma la mancha puede removerse del gel 
y digerirse con la enzima tripsina, la cual corta el polipeptido 
en pequenos peptidos que tienen residuos de lisina o argini- 
na en su extremo terminal carboxilo. Cuando estos peptidos se 
introducen en un espectrometro de masas se convierten en iones 
gaseosos y se separan de acuerdo con su masa/carga (m/z). Los 
resultados aparecen como una serie de picos que muestran la 
relation m/z, como se observa en la figura 2-48. El patron de 
picos constituye una caracteristica importante de esta proteina, 
las huellas digitales de la masa delpeptido. Sin embargo, ^como 
puede una proteina identificarse con base en la huella que for- 
man el peptido y su masa? 

La generation de huellas de masa de peptidos es uno de 
los elementos de la nueva tecnologia proteomica; otra se basa 
en los avances de la tecnologia de computation. Una vez que 


FIGURA 2-48 Identification de proteinas por medio de espectrometria de 
masas. Una proteina se aisla de un tejido (como una de las manchas del gel 
de la figura 2-47) y se somete a digestion con tripsina. Los fragmentos pep- 
tidicos se ionizan y separan de acuerdo con su relacion masa/carga (m/z) por 
medio de espectrometria de masas. Los peptidos separados aparecen como 
un patron de picos que indican su relacion m/z. Una comparacion de esta 
relacion con las de un banco de datos de la digestion teorica de proteinas 
codificadas por el genoma permite a los investigadores identificar la proteina 
bajo estudio. En este caso, el espectro MS se aplico a la mioglobina de caballo 
sin el grupo hemo. (Datos reimpresos de J. R. Yates, Methods Enzy- 
mol 27:353,1996. Copyright © 1996, con autorizacion de Elsevier.) 


se ha potenciado el genoma, la secuencia de aminoacidos de las 
proteinas codificadas puede predecirse. La lista de “proteinas 
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virtuales” puede someterse en teoria a una digestion con trip- 
sina y las masas de los peptidos virtuales restantes se pueden 
calcular; esta information se almacena en un banco de datos. 
Luego de lo anterior, el peptido de masa actual de una proteina 
purificada obtenida por espectrometria de masas puede compa- 
rarse mediante el uso de supercomputadoras para las masas que 
pueden producirse por digestiones teoricas de todos los peptidos 
codificados por el genoma. En la mayoria de los casos, la protei- 
na aislada y sujeta a espectrometria de masas puede identificarse 
de manera directa en un banco de datos. La proteina marcada 
con el numero 1 en los geles de la figura 2-47, por ejemplo, 
parece ser la enzima reductasa de aldosa. Los espectrometros de 
masas no se limitan a manipular una proteina purificada en una 
sola vez; tambien son capaces de analizar las proteinas presen- 
tes en mezclas complejas (section 18.7). La espectrometria de 
masas es especialmente util para dilucidar como cambia con el 
tiempo el complemento de proteinas de una celula o un tejido, 
como podria ocurrir por ejemplo despues de la secretion de una 
hormona dentro del cuerpo, o luego de tomar un farmaco, o 
durante una enfermedad especifica. A continuation se descri¬ 
be en forma breve como esta tecnologia puede utilizarse en los 
avances y la practica de la medicina. 

En 2002, un equipo del National Cancer Institute publico 
un estudio en el que se uso espectrometria de masas para com- 
parar las proteinas presentes en la sangre de pacientes con cancer 
ovarico y de voluntarias sanas. Se encontro que los dos grupos 
podian distinguirse. El proteoma serico de las mujeres con 
cancer ovarico mostraba un patron bien definido de picos que 
representaban numerosas proteinas de identidad desconocida. 
Con base en estas observaciones se ha desarrollado una prueba 
no invasora llamada OvaCheck, capaz de detectar este cancer 
letal en una fase temprana. Tal prueba de detection tendria con- 
secuencias de largo alcance, porque el cancer ovarico rara vez se 
detecta cuando todavia es curable. Cuando se desarrollaba esta 
prueba diagnostica para cancer ovarico, varios investigadores 
especializados en proteomica analizaron de manera indepen- 
diente los resultados originales presentados en las publicaciones 
y en Internet. Concluyeron que los datos habian sido mal inter- 
pretados, y no hallaron diferencias significativas en los perfiles 
espectrales de masa informados entre el suero de mujeres sanas 
y las que sufrian cancer ovarico (u otros tipos de cancer en otros 
estudios). Resulto evidente que este tema solo se resolvera cuan¬ 
do la validez de OvaCheck y otras pruebas diagnosticas basadas 
en la proteomica se analice en ambientes clinicos a gran escala. 

A pesar de esta controversia, muchos investigadores cli¬ 
nicos consideran que la mayoria de las enfermedades humanas 
dejan patrones reveladores (o biomarcadores) entre los cientos de 
proteinas presentes en el suero humano. Se organizo un esfuerzo 
international llamado Proyecto Proteoma Humano para estu- 
diar los patrones de proteinas en muestras de suero obtenidas 
de pacientes con una multitud de trastornos. Un dia sera posible 
que un solo analisis de sangre revele la existencia de enferme¬ 
dades tempranas del corazon, higado o rinon y se las trate antes 
de convertirse en anormalidades capaces de poner en riesgo la 
vida. 

La practica de la medicina se ha beneficiado mas de los 
estudios de la proteomica que las mejores pruebas de escrutinio. 
Estas proteinas estan presentes en los tejidos afectados y ausen- 
tes de sus contrapartes intactas. Tras identificar estas proteinas 


es posible precisar el papel que tienen en el desarrollo de la 
enfermedad. Se ha determinado que una proteina en particular 
desempena una funcion principal en el origen de la enfermedad, 
como la proteina ABL que provoca ciertas leucemias (section 
16.4); en consecuencia, es posible desarrollar farmacos dirigidos 
a proteinas especificas (pag. 73). Los medicamentos disponibles 
en el mercado tienen como bianco unas 500 proteinas diferentes, 
pero este numero podria crecer de modo sustancial en el future 
cercano como resultado de la tecnologia de la proteomica. 

Las tecnicas de separation de proteinas y la espectrometria 
de masas dicen poco de la funcion proteica. Los investigado¬ 
res de instituciones academicas y companias biotecnologicas 
han trabajado para mejorar y desarrollar tecnicas que permitan 
determinar la funcion de las proteinas a gran escala, no solo una 
proteina a la vez. Nuevas tecnologias se han ideado para llevar a 
cabo esta mision; aqui solo se considera una: el microordenamien- 
to de -proteinas (o chips deproteinas) . Esta herramienta utiliza un 
soporte solido, casi siempre un cubreobjetos de vidrio cubierto 
con manchas o gotas microscopicas, cada gota con una muestra 
de proteina individual. Los microordenamientos de proteinas se 
elaboran para la aplicacion de pequenos volumenes de proteinas 
individuales en sitios especificos en el cubreobjetos, lo cual crea 
una disposition de proteinas como la que se muestra en la figura 
2-49 a. Las 6 000 proteinas de levadura o mas codificadas por su 
genoma pueden acomodarse muy bien como puntos individua¬ 
les en un cubreobjetos de vidrio usado en microscopia. 

Una vez que se ha creado un microordenamiento y las pro¬ 
teinas que este contiene pueden estudiarse para precisar varios 
tipos de actividades. Considerese el papel de los iones de cal- 
cio por un momento. Estos juegan un papel central en muchas 
actividades, por ejemplo, la formation de impulsos nerviosos, la 
liberation de hormonas en la sangre y la contraction muscular. 
En cada uno de estos casos, los iones de calcio actuan para aco- 
plarse a proteinas que unen calcio. Como se discute en el capitu- 
lo 15, la calmodulina es una importante proteina que une calcio 
y tambien se encuentra en la levadura. La figura 2-497 muestra 
una pequena portion de un microordenamiento de proteinas de 
levadura que se ha incubado con la proteina calmodulina en la 
presencia de iones de calcio. Estas proteinas en el arreglo emiten 
fluorescencia verde, son algunas que se han unido a la calmo¬ 
dulina durante la incubation y de esta forma se reconoce que 
intervienen en la actividad de serialization por calcio. En este 
experimento especifico de busqueda de proteinas se descubrie- 
ron 33 nuevas proteinas que se unen a la calmodulina. Estos 
tipos de estudios abren la puerta al analisis de grandes cantida- 
des de proteinas con funcion desconocida. 

Se espera tambien que los chips de proteinas se empleen 
algun dia en los laboratories clinicos para reconocer a aque- 
llas caracteristicas de enfermedades particulares. Estas protei¬ 
nas deben identificarse de manera initial por espectrometria 
de masas, como se menciono antes en relation con el cancer 
ovarico. La via mas simple para determinar si una caracteristica 
especifica de una proteina en una anormalidad esta presente en 
una muestra de sangre u orina, y en que proportion, consiste 
en medir la interaction de la proteina con un anticuerpo espe¬ 
cifico. Esta es la base, por ejemplo, de la prueba denominada 
PSA (antigeno prostatico especifico) en la busqueda de rutina 
del cancer de prostata en el hombre. El PSA es una proteina 
que se encuentra en la sangre de los hombres normales, pero se 
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FIGURA 2-49 Analisis global de la funcion proteica mediante chips de 
proteinas. a ) El portaobjetos empleado contiene 5 800 gotas que corres- 
ponden a duplicados de proteinas de levadura. Las proteinas goteadas en el 
portaobjetos se sintetizaron en celulas modificadas por ingenierfa genetica. 
Las manchas emiten fluorescencia roja debido a que se incubaron con un 
anticuerpo marcado con fluorescencia que se puede unir a todas las protef- 
nas en el ordenamiento. b ) La imagen de la izquierda muestra una pequena 
porcion de la configuracion de proteinas que se muestra en a. La imagen de 


Calmodulina 



(c) 

la derecha ilustra la misma porcion del ordenamiento posterior a la incuba- 
cion con calmodulina en la presencia de iones calcio. Las dos proteinas que 
evidencian fluorescencia verde son proteinas que unen calmodulina. c ) Ilus- 
tracion esquematica de los sucesos que ocurren en b cuando la calmodulina 
se une a dos proteinas del microordenamiento que tienen sitios de union 
complementarios. (Ay B, tomadas de H. Zhu, et al., Science 293:2101, 
2001, CORTESIA DE MlCHAEL SNYDER. COPYRIGHT © 2001 AMERICAN 
Association for the Advancement of Science.) 


halla en niveles elevados en individuos con cancer de prostata. 
Los niveles de PSA se estiman al evaluar la cantidad de proteina 
en la sangre que se une a anticuerpos contra PSA. Se espera en 
el future cercano que las companias biotecnologicas desarrollen 
microordenamientos que contengan anticuerpos capaces de unir 
un gran numero de diferentes proteinas de la sangre. La presen¬ 
cia o la cantidad, o ambas cosas, de estas proteinas deben indicar 
que una persona puede estar afectada de una u otra de la amplia 
variedad de afecciones. 

Ingenierfa protefnica Los avances de la biologia molecular 
han creado la oportunidad de disenar y producir en masa nuevas 
proteinas que son diferentes respecto de las elaboradas por los 
organismos vivos. Es posible con las tecnicas actuales que sinte- 
tizan DNA crear genes artificiales utilizables en la production 
de una proteina que tenga una secuencia deseada de aminoaci- 
dos. Tambien es posible sintetizar polipeptidos “de la nada” por 
medio de tecnicas quimicas. Esta ultima estrategia permite a los 
investigadores incorporar bloques de construction distintos de 
los 20 aminoacidos normalmente presentes en la naturaleza. 


El problema con estos tipos de esfuerzos de ingenieria 
radica en conocer cual de la infinita variedad de posibles pro¬ 
teinas podria elaborarse y tener una funcion util. Considere, por 
ejemplo, una compania farmaceutica que espera crear una pro¬ 
teina que pueda unirse a la superficie del virus del sida y eliminar 
a este de una solution acuosa, por ejemplo, el flujo sanguineo. 
Asumase que la simulation con un programa computational 
predijera la forma que tal proteina debe tener para unirse a la 
superficie viral. ^Que secuencia de aminoacidos se debe reunir 
para producir dicha proteina? La respuesta requiere un conoci- 
miento detallado de las reglas que gobiernan la relation entre 
estructuras primaria y terciaria de una proteina. 

En anos recientes se lograron grandes avances en la sintesis 
de genes artificiales cuyos productos peptidicos pueden plegarse 
en estructuras secundarias relativamente simples, como frag- 
mentos de helice alfa o dos a tres laminas beta plegadas. Sin 
embargo, los intentos para crear una estructura mas compleja de 
polipeptidos a partir de la initial son mucho mas dificiles. Los 
investigadores han encontrado, por ejemplo, que es mas dificil 
predecir la forma que una secuencia particular adoptara en el 








2.5 CUATRO TIPOS DE MOLECULAS BIOLOGICAS 73 


contexto de una proteina entera. Una extension similar de ami- 
noacidos puede crear diferentes tipos de estructuras secundarias 
en diferentes proteinas, segun sean las influencias externas de 
otras regiones de la molecula. Estas dificultades sirven como 
recordatorio del alto nivel de complejidad de las proteinas y la 
limitada comprension de la manera como la naturaleza trans¬ 
forma un mensaje genetico lineal en una proteina fiincional tri¬ 
dimensional. 

Un metodo alternative para la production de nuevas 
proteinas consiste en modificar las elaboradas por las celulas. 
Avances recientes en la tecnologia del DNA han permitido a 
los investigadores aislar un gen individual de los cromosomas 
humanos, alterar su contenido de information en forma preci- 
sa y luego sintetizar la proteina modificada con la secuencia de 
aminoacidos alterada. Esta tecnica, que se conoce como muta¬ 
genesis dirigida al sitio (section 18.18), tiene gran variedad de 
usos, tanto en investigation basica como en biologia aplicada. 
Por ejemplo, si un investigador desea determinar el papel de un 
residuo en particular en el plegamiento o funcion de un poli- 
peptido, se puede mutar el gen que sustituye a un aminoacido 
con diferente carga, caracter hidrofobo o propiedades para for- 
mar puentes de hidrogeno. De ese modo puede determinarse el 
efecto de la sustitucion en la estructura y funcion de la proteina 
modificada. Como se observa a traves de este libro, la mutage¬ 
nesis dirigida es una herramienta invaluable en el analisis de 
funciones especificas de partes pequenas de virtualmente todas 
las proteinas de interes para los biologos. 

La mutagenesis dirigida tambien se emplea para modificar 
la estructura de proteinas de utilidad clinica para inducir diver- 
sos efectos fisiologicos. Por ejemplo, el farmaco pegvisomant, 
aprobado por la FDA en 2003, es una version modificada de 
la hormona del crecimiento (GH) humana que contiene varias 
modificaciones. La GH normalmente actua uniendose a un 
receptor en la superficie de las celulas bianco, lo cual induce una 
respuesta fisiologica. El pegvisomant compite con la GH para 
unirse al receptor de Gfi, pero la interaction entre farmaco y 
receptor no desencadena la respuesta celular. El pegvisomant se 
prescribe para el tratamiento de la acromegalia, el cual es un 
trastorno que resulta de la production excesiva de hormona del 
crecimiento. 

Diseno de farmacos basado en la estructura La production de 
nuevas proteinas es una de las aplicaciones clinicas resultado 
de los recientes descubrimientos en la biologia molecular; otra 
es el desarrollo de nuevos farmacos que actuan por medio de la 
union a proteinas al suprimir su actividad. Las companias far- 
maceuticas tienen acceso a “bibliotecas” quimicas que contienen 
cientos de miles de diferentes compuestos organicos aislados de 
plantas, microorganismos o sintetizados de forma quimica. Una 
medida para buscar o analizar el potential de los medicamen- 
tos consiste en exponer la proteina en cuestion a combinaciones 
de sus compuestos y determinar que compuestos, si existen, son 
capaces de unirse con alta afinidad. Una forma alternativa, que 
puede emplearse si se conoce la estructura terciaria de una pro¬ 
teina, es el uso de computadoras para disenar “de manera virtual” 
moleculas de medicamentos cuyo tamano y forma hacen posible 
a estos introducirse en las cavidades aparentes de la proteina e 
inactivarla. 

Es posible ilustrar ambas tecnologias considerando el desa¬ 
rrollo del farmaco imatinib, como se ilustra en la figura 2-50 a. 


La introduction del imatinib en la clinica ha revolucionado el 
tratamiento de varios canceres relativamente raros, mas notable- 
mente el de la leucemia mielogena cronica (chronic myelogenous 
leukemia, CML). Como se expone en detalle en los capitulos 
15 y 16, un grupo de enzimas llamadas tirosincinasas (o cina- 
sas de tirosina) a menudo interviene en la transformation de 
celulas normales en cancerosas. Las tirosincinasas catalizan una 
reaction en la cual un grupo fosfato se agrega a residuos tiro¬ 
sina especificos dentro de una proteina bianco, un suceso que 
puede activar o desactivar esta ultima. El desarrollo de la CML 
es impulsado casi unilateralmente por la presencia de una tiro- 
sincinasa sobreactiva llamada ABL. 

Durante la decada de 1980 los investigadores identificaron 
un compuesto denominado 2-fenilaminopirimidina, capaz de 
inhibir tirosincinasas. Este compuesto se descubrio durante la 
busqueda al azar de compuestos con esta actividad especifica en 
una gran biblioteca quimica (fig. 2-50 a). Como suele ocurrir en 
estos tipos de experimentos de busqueda a ciegas, la 2-fenilami¬ 
nopirimidina no habria sido un farmaco muy eficaz. Una razon 
es que solo es un inhibidor enzimatico debil, lo cual significa 
que habria tenido que usarse en dosis muy grandes. La 2-fenil¬ 
aminopirimidina se describe como un compuesto punta, a par- 
tir del cual podrian desarrollarse farmacos utiles. Comenzando 
con esta molecula punta, se sintetizaron compuestos de mayor 
potencia y especificidad mediante el diseno de farmacos basado 
en la estructura. Uno de los compuestos que emergieron de 
este proceso fue el imatinib (fig. 2-S0b), el cual se descubrio que 
se une fuertemente a la forma inactiva de la tirosincinasa ABL 
e impide la activation de la enzima, un paso necesario para que 
la celula se tome cancerosa. En la figura 2-50r se muestra la 
naturaleza complementaria de la interaction entre el farmaco 
y su enzima bianco. En estudios preclinicos en el laboratorio se 
demostro que el imatinib inhibe fuertemente la proliferation de 
las celulas de los pacientes con CML, y en pruebas con animales 
se vio que el compuesto no tiene efectos daninos. En el primer 
ensayo clinico del imatinib, los 31 pacientes con CML entraron 
en remision despues de tomar el compuesto en dosis una vez al 
dia. 

Adaptation de las proteinas y evolution Las adaptations 
son caracteristicas que mejoran la probabilidad de sobrevivencia 
de un organismo en un ambiente particular. Las proteinas son 
adaptaciones bioquimicas que estan sujetas a selection natural 
y cambios evolutivos en la misma via, como en otros tipos de 
caracteristicas, como los ojos o el esqueleto. Esto es mas evi- 
dente cuando se compara la homologia de proteinas en orga¬ 
nisms vivientes bajo muy diferentes condiciones ambientales. 
Por ejemplo, las proteinas halofilicas (que prefieren la sal) de la 
arqueobacteria poseen sustituciones aminoacidicas que permi- 
ten a esta mantener su solubilidad y funcion en concentraciones 
de sal muy altas en el citosol (superior a 4 M de cloruro de 
potasio). A diferencia de sus contrapartes en otros organismos, 
la superficie de la version halofila de las proteinas de la deshidro- 
genasa de malato, por ejemplo, se cubre con residuos de acidos 
aspartico y glutamico, cuyos grupos carboxilo pueden competir 
con la sal por moleculas de agua (fig. 2-51). 

Proteinas homologas aisladas de diferentes organismos 
pueden presentar formas virtualmente identicas y patrones de 
plegamiento, pero muestran gran divergencia en las secuencias 
aminoacidicas. Entre mas grande sea la distancia evolutiva entre 
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FIGURA 2-50 Desarrollo de un farmaco dirigido a una proteina, como el 
imatinib. a ) Pasos tipicos en el desarrollo de un farmaco. En el paso 1, se 
ha identificado una proteina (p. ej., ABL) que tiene una participation causal 
en la enfermedad. Esta proteina es un bianco probable para un farmaco que 
inhibe su actividad enzimatica. En el paso 2, la proteina se incuba con miles 
de compuestos en busca de algunos que se unan con buena afinidad e inhi- 
ban su actividad. En el paso 3 se ha identificado uno de tales compuestos 
(p. ej., 2-fenilaminopirimidina en el caso de ABL). En el paso 4, el cono- 
cimiento de la estructura de la proteina bianco se usa para crear derivados 
del compuesto (p. ej., imatinib) que tienen mayor afinidad de union y por 
tanto pueden usarse a menores concentraciones. En el paso 5, el compuesto 
en cuestion se prueba en experimentos preclinicos en cuanto a su toxicidad 
y eficacia in vivo. Los experimentos preclinicos suelen realizarse en celulas 
humanas cultivadas (paso 5a) (p. ej., de pacientes con CML) y animales 
de laboratorio (paso 5b) (p. ej., ratones que portan trasplantes de celulas 
de CML humana). Si el farmaco resulta ser seguro y eficaz en animales, 
se le somete a ensayos clinicos (paso 6) como se expone en la pagina 67. 
b ) Estructura del imatinib. La parte azul de la molecula indica la estruc¬ 
tura del compuesto 2-fenilaminopirimidina, que se identified inicialmente 
como un inhibidor de la cinasa ABL. c ) Estructura del dominio catalitico de 
ABL en complejo con imatinib (mostrado en verde). El farmaco se une a la 
conformation inactiva de la proteina e impide la activation que se requiere 
para el fenotipo canceroso de las celulas. (C, Reimpresa con autoriza- 
cion de Martin E.M. Noble et al., SCIENCE 303:1800,2004, cortesi'a 
de Louise N. Johnson. Copyright © American Association for the 
Advancement of Science.) 


dos organismos, mas grande es la diferencia en las secuencias 
de aminoacidos de sus proteinas. En algunos casos, solo algunos 
aminoacidos localizados en una portion en especial critica de 
la proteina estan presentes en todos los organismos en los que la 
proteina se ha estudiado. Por ejemplo, una comparacion de las 
secuencias de 226 globinas revelo que solo dos residuos estan 
absolutamente conservados en todos estos polipeptidos; uno es 
el residuo de histidina que juega un papel central en la union y 
liberation de 0 2 . Estas observaciones indican que las estructuras 
secundaria y terciaria de las proteinas cambian con mucha mas 
lentitud durante la evolution que sus estructuras primarias. 

Se ha observado como la evolution ha generado diferentes 
versiones de proteinas en distintos organismos, pero esto tam- 
bien produce diferentes versiones de proteinas en organismos 
individuates. Considere una proteina en particular con una fun- 
cion especifica, como globina o colagena. El genoma humano 
codifica diferentes versiones de cada una de estas proteinas. En 
la mayoria de los casos, distintas versiones de una proteina, las 
cuales se conocen como isoformas, se adaptan a la funcion en 


diferentes tejidos o estados del desarrollo. Por ejemplo, los seres 
humanos poseen seis distintos genes que codifican isoformas de 
la proteina contractil actina. Dos de estas isoformas se encuen- 
tran en el musculo liso, uno en el musculo esqueletico, uno en el 
corazon y dos en casi todos los tipos celulares. 

A medida que se reportaron mas y mas secuencias de ami¬ 
noacidos y estructuras terciarias de proteinas, fue evidente que 
casi todas las proteinas eran miembros de muchas grandes fami- 
lias (o superfamilias) de moleculas relacionadas. Los genes que 
codifican los diferentes miembros de una familia de proteinas 
provienen al parecer de un gen ancestral unico que sufrio dupli- 
caciones durante la evolution (vease fig. 10-23). Durante largos 
periodos, la secuencia nucleotida de varias copias divergio la una 
de la otra para generar proteinas con estructuras relacionadas 
(homologas). Muchas familias de proteinas contienen una noto- 
ria variedad de proteinas que han llevado a diversas funciones. 
La expansion de familias de proteinas es causante por mucho 
de la diversidad de proteinas codificadas en los genomas de las 
plantas y animales complejos de la actualidad. 
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FIGURA 2-51 Distribution de residuos de aminoacidos polares cargados 
en la enzima deshidrogenasa de malato de una arqueobacteria halofila. 

Las esferas rojas representan los residuos acidos y las esferas azules los resi¬ 
duos basicos. Se ha observado que la superficie de la enzima esta cubierta 
con residuos acidos, que le confieren a la proteina una carga neta de —156 
que facilita su solubilidad en ambientes en extremo salinos. En compara- 
cion, una proteina homologa del pez perro, un tiburon, tiene una carga neta 
de +16. (Reimpresa con autorizacion de O. Dym, M. Mevarech y 
J. L. Sussman, Science 267:1345,1995. Copyright © 1995 American 
Association for the Advancement of Science.) 


Acidos nucleicos 

Los acidos nucleicos son macromoleculas construidas con largas 
cadenas (secuencia) de monomeros llamados nucleotidos. Los 
acidos nucleicos funcionan de manera primaria como almacen y 
transmiten la information genetica, pero tambien pueden tener 
funciones estructurales y cataliticas. Hay dos tipos de acidos 
nucleicos que se hallan en los organismos vivos, acido desoxi- 
ribonucleico (DNA) y acido ribonucleico (RNA). Como 
se observo en el capitulo 1, el DNA es el material genetico de 
todos los organismos celulares y el RNA efectua esta tarea para 
muchos virus. En las celulas, la information almacenada en el 
DNA se emplea para dirigir las actividades celulares durante la 
formation de RNA mensajero. En el presente analisis se exa- 
mina la estructura basica de los acidos nucleicos y se emplea al 
RNA como molecula representativa. En el capitulo 10 se des¬ 
cribe la estructura del DNA, que se puede vincular con su papel 
central en las bases quimicas de la vida. 

En una cadena de RNA cada nucleotido consta de tres 
partes (fig. 2-52«): a) un azucar de cinco carbonos, la ribosa; 
b) una base nitrogenada (asi llamada porque en los anillos de 
su molecula se encuentran atomos de nitrogeno), y c) un grupo 
fosfato. La base de nitrogeno y el azucar forman un nucleosido, de 
tal modo que los nucleotidos de una hebra de RNA se conocen 
tambien como monofosfatos de ribonucleosido. El fosfato esta 
unido al carbono 5' del azucar y la base nitrogenada se conecta 
con el carbono 1' de los azucares. Durante el ensamblado de una 
cadena de acido nucleico, el grupo hidroxilo fijado al carbono 3' 


Fosfato 



(a) 

Esqueleto de fosfato 
de azucar 



(b) 

FIGURA 2-52 Nucleotidos y una cadena nucleotidica de RNA. a) Los 

nucleotidos son monomeros a partir de los cuales se construyen las cadenas 
de acidos nucleicos. Un nucleotido consta de tres partes: un azucar, una base 
nitrogenada y un fosfato. Los nucleotidos del RNA contienen el azucar 
ribosa, el cual posee un grupo hidroxilo unido al segundo atomo de carbo¬ 
no. En cambio, los nucleotidos del DNA contienen el azucar desoxirribosa, 
que muestra un atomo de hidrogeno, en lugar del grupo hidroxilo, unido 
al segundo atomo de carbono. Cada nucleotido esta polarizado y tiene un 
extremo 5' (que corresponde la posicion 5' del azucar) y un extremo 3'. 1?) 
Los nucleotidos se unen para formar cadenas por medio de enlaces cova- 
lentes que unen el grupo hidroxilo 3' de un azucar con el grupo fosfato 5' 
del azucar adyacente. 


del azucar de un nucleotido queda unido mediante una union 
ester al grupo fosfato unido al carbono 5' del siguiente nucleoti- 
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FIGURA 2-53 Las bases nitrogenadas de los acidos nucleicos. De las cuatro 
bases comunes del RNA, la adenina y la guanina son purinas y el uracilo y 
la citosina son pirimidinas. En el DNA las pirimidinas son la citosina y la 
tirnina, que difieren del uracilo por un grupo metilo unido al anillo. 


do de la cadena. Asi, los nucleotidos de una cadena de RNA (o 
DNA) estan conectados con enlaces azucar-fosfato (fig. 2-S2b), 
los cuales se describen como enlaces 3'-5' fosfodiester debido a 
que el atomo de fosfato esta esterificado con los dos atomos de 
oxigeno, uno de cada dos azucares adyacentes. 


Una cadena de RNA (o DNA) contiene cuatro tipos dife- 
rentes de nucleotidos que se distinguen por su base nitrogenada. 
Dos tipos de bases se hallan en los acidos nucleicos: pirimidinas 
y purinas (fig. 2-53). Las pirimidinas son moleculas mas peque- 
nas que constan de un solo anillo; las purinas son mas grandes y 
poseen dos anillos. El RNA tiene dos diferentes purinas, adeni¬ 
na y guanina, y dos pirimidinas distintas, citosina y uracilo. En 
el DNA, el uracilo se sustituye por timina, una pirimidina con 
un grupo metilo adicional pegado al anillo (fig. 2-53). 

En condiciones tipicas, el RNA consta de una sola cadena 
continua, pero a menudo se pliega para formar moleculas con 
extensos segmentos de doble cadena y estructuras complejas 
tridimensionales. Esto lo ilustran dos RNA que se muestran 
en la figura2-54. El RNA cuyaestructura secundaria se ilustra en 
la figura 2-SAa es un componente de la subunidad pequena del 
ribosoma bacteriano (vease fig. 2-55). Los RNA ribosomicos no 
son moleculas que porten informacion genetica; mas bien, sir- 
ven como andamiajes estructurales en los cuales las proteinas del 
ribosoma pueden unirse y son elementos que reconocen y unen 
varios componentes solubles requeridos para la sintesis protei- 
ca. Uno de los RNA ribosomicos de la subunidad mayor actua 
como el catalitico para las reacciones por las cuales los aminoaci- 
dos se unen de forma covalente durante la sintesis de proteinas. 
Los RNA que tienen un papel catalitico se conocen como RNA 
enzimaticos, o ribozimas. La figura 2-SAb muestra la estructura 
terciaria de la llamada ribozima cabeza de martillo, la cual es 
capaz de cortar su propia tira de RNA. En los dos ejemplos 
representados en la figura 2-54, las regiones de doble cadena se 



FIGURA 2-54 Los RNA pueden adoptar estructuras complejas. a) Este 
RNA ribosomico es un componente de la subunidad pequena del riboso¬ 
ma bacteriano. En este esquema bidimensional se observa que la cadena de 
RNA se pliega sobre si misma en un patron muy ordenado, de tal manera 
que la mayor parte de la molecula es de doble cadena. b) Esta ribozima 



(b) 


cabeza de martillo, como se conoce, es una pequena molecula de RNA de un 
viroide (pag. 24). La naturaleza helicoidal de las porciones de doble cade¬ 
na de este RNA se pueden observar en este modelo molecular tridimen¬ 
sional de la molecula. (B , Tomada de William G. Scott, et al., Cell 
1995;81:993; con autorizacion de Cell Press.) 
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unen por medio de puentes de hidrogeno entre las bases. Por 
este mismo principio se mantienen juntas las dos cadenas de la 
molecula de DNA. 

Los nucleotidos no tan solo son importantes bloques de 
construccion de los acidos nucleicos, sino que tambien poseen 
relevantes funciones por si mismos. La mayor parte de la energia 
utilizable por todo organismo viviente en cualquier momento 
se deriva del nucleotido trifosfato de adenosina (ATP). La 
estructura del ATP y su papel clave en el metabolismo celular 
se estudian en el siguiente capitulo. El trifosfato de guanosina 
(GTP) es otro nucleotido de enorme importancia en las activi- 
dades celulares. El GTP se une a una gran variedad de proteinas 
(llamadas proteinas G) y actua como un interrupter para iniciar 
sus actividades (vease la fig. 11-49 para cotejar un ejemplo). 


REVISION 


1. ^Que macromoleculas son polimeros?, ^cual es la 
estructura basica de cada tipo de monomero?, ^cuanto 
varian entre si los diferentes monomeros de cada tipo 
de macromolecula? 

2. Describa la estructura de los nucleotidos y la manera 
en la cual estos monomeros se mantienen juntos para 
formar cadenas de polinucleotidos. ^Por que seria sim- 
plista describir el RNA como una cadena sencilla de 
acido nucleico? 

3. Nombre tres polisacaridos integrados por polimeros de 
glucosa. ^Como difieren estas macromoleculas una de la 
otra? 

4. Describa las propiedades de tres diferentes tipos de mole- 
culas lipidicas. ^Cuales son sus funciones biologicas? 

5. ,;Cuales son las principales propiedades que distinguen 
a los distintos aminoacidos entre si?, <;que funciones 
hacen que estas diferencias sean importantes en la 
estructura y funcion de las proteinas? 

6. ^Cuales son las propiedades de la glicina, prolina y cisteina 
que diferencian a estos aminoacidos de todos los otros? 

7. ^Cuales son las propiedades distintas de las helices alfa 
respecto de las laminas beta?, <;en que son similares? 

8. Debido a que las proteinas actuan como maquinas 
moleculares, explique por que los cambios conforma- 
cionales son esenciales para la funcion proteica. 


2.6 LA FORMACION DE ESTRUCTURAS 
MACROMOLECULARES COMPLEJAS 

^Hasta que grado se pueden aplicar los conocimientos 
adquiridos del estudio de la configuration de proteinas a estruc- 
turas mas complejas de las celulas?, ^pueden las estructuras, 
como las membranas, ribosomas y elementos citoesqueleticos, 
que constan de diferentes tipos de subunidades, ensamblarse 
por si solas?, ^en que proportion se puede explicar la organiza¬ 
tion subcelular si se colocan solo pedazos unidos para formar 
el ordenamiento mas estable? El ensamblado de los organelos 
celulares todavia se entiende muy poco, pero de los siguientes 


ejemplos se puede concluir que diferentes tipos de subunidades 
son capaces de autoensamblarse para formar disposiciones de 
orden mas elevado. 

Ensamblado de particulas del virus del mosaico 
del tabaco y sus subunidades ribosomicas 

La prueba mas convincente de que un proceso especifico de 
ensamblado puede autodirigirse consiste en demostrar que bajo 
condiciones fisiologicas puede ocurrir fuera de la celula (in vitro) 
cuando las unicas macromoleculas presentes son aquellas que 
constituyen la estructura final. En 1955, Heinz Fraenkel-Conrat 
y Robley Williams de la University of California , Berkeley, 
demostraron que las particulas del TMV, las cuales poseen una 
larga molecula de RNA (alrededor de 6 600 nucleotidos), se 
enrollan dentro de una capsula helicoidal de 2 130 subunidades 
proteicas identicas (vease fig. 1-20) y son capaces de autoen¬ 
samblarse. En sus experimentos purificaron el RNA del TMV 
y proteina de manera separada, los mezclaron bajo condiciones 
controladas y de nueva cuenta se obtuvo la estructura madura, 
con la consecution de particulas infectivas despues de un corto 
periodo de incubation. Hay poco desacuerdo acerca de que los 
dos componentes contienen toda la information necesaria para 
la formation de particulas. 

Los ribosomas, como las particulas del TMV, se forman 
con RNA y proteinas. A diferencia del TMV mas simple, los 
ribosomas contienen varios tipos diferentes de RNA y un con- 
junto considerable de proteinas distintas. Todos los ribosomas, 
cualquiera que sea su origen, se componen de dos subunida¬ 
des de diverso tarnano. Si bien las subunidades ribosomicas se 
consideran en general estructuras simetricas, en realidad tienen 



FIGURA 2-55 Reconstruction de un ribosoma titoplasmico de una celu- 
la de germen de trigo. Esta reconstruction se basa en micrografias de 
alta resolution y muestra las dos subunidades de este ribosoma eucariota, 
la subunidad pequena (40S) a la izquierda y la grande (60S) a la derecha. La 
estructura interna de un ribosoma se describe en la section 11.8. [Tomada 
de Adriana Verschoor, et al., J Cell Biol. Vol 133 (cover #3), 1996; 
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University Press.] 
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una forma muy irregular, como se indica en la figura 2-55. La 
subunidad ribosomica grande (o 50S) de las bacterias contiene 
dos moleculas de RNA y cerca de 32 proteinas diferentes. La 
subunidad pequena (o 30S) posee una molecula de RNA y 21 
proteinas distintas. La estructura y funcion de los ribosomas se 
discuten con detalle en la section 11.8. 

Uno de los acontecimientos fundamentales en el estudio de 
los ribosomas sucedio a mediados de la decada de 1960, cuando 
Masayasu Nomura y colaboradores de la University of Wisconsin 
lograron reconstituir subunidades 30S completas y del todo fun- 
cionales tras mezclar las 21 proteinas purificadas de la subuni¬ 
dad pequena con RNA ribosomico purificado del mismo tipo de 
subunidad. A1 parecer, los componentes de la subunidad peque¬ 
na contienen la information completa necesaria para acoplar 
toda la particula. El analisis de los intermediaries que se forman 
en diferentes etapas de la reconstruction in vitro indica que el 
ensamblado de subunidad ocurre de manera secuencial, paso a 
paso, muy semejante al proceso in vivo. Cuando menos una de 
las proteinas de la subunidad pequena (SI 6) parece funcionar 
de manera exclusiva en el ensamble del ribosoma; la elimina¬ 
tion de esta proteina en la mezcla de reconstitution reduce en 
buena medida la tasa del proceso de armado, pero no bloquea la 
formation de los ribosomas funcionales completos. La recons¬ 
titution de una subunidad grande del ribosoma bacteriano se 
logro en el decenio siguiente. Debe recordarse que en tanto la 
reconstitution in vitro del ribosoma tarda cerca de dos horas a 


50°C, la bacteria puede ensamblar la misma estructura en unos 
pocos minutos a temperaturas tan bajas como 10°C. Es posible 
que la bacteria utilice algo que no es evidente para el investi- 
gador y que inicia con componentes purificados. Por ejemplo, 
la formation del ribosoma dentro de la celula puede incluir la 
participation de factores accesorios que funcionan en el plega- 
miento de la proteina, como las chaperonas que se describen en 
la section Vias experimentales. De becho, la formation de ribo¬ 
somas dentro de una celula eucariota requiere la congregation 
transitoria de muchas proteinas que no terminan en la particula 
final y tambien la elimination de casi la mitad de los nucleo- 
tidos del precursor del RNA ribosomico mas grande (section 
11.3). Como resultado, los componentes del ribosoma eucariota 
maduro ya no poseen la information para reconstituirse por si 
mismos in vitro. 


REVISION 


1. <;Que tipo de evidencia sugiere que las subunidades 
ribosomicas bacterianas son capaces de autoensamblar- 
se, pero no las subunidades eucariotas? 

2. ^Que information indica que una proteina de riboso¬ 
ma en particular tiene una funcion en el desempeno del 
ribosoma pero no en el ensamblado? 


VIAS EXPERIMENTALES 


Chaperonas: proteinas colaboradoras 
que permiten un apropiado estado de plegamiento 


E3* 


En 1962, F. M. Ritossa, un biologo italiano que estudiaba el desarrollo 
de la mosca de la fruta Drosophila sp., aporto un hallazgo curioso. 1 
Cuando la temperatura en la cual la larva de la mosca de la fruta se 
desarrolla se aumenta de 25 a 32°C, un numero de mas sitios nuevos 
en el cromosoma gigante de las celulas de las larvas se activa. Como se 
observa en el capitulo 10, los cromosomas gigantes de estas larvas de 
insectos proveen una muestra visual de la expresion de genes (vease fig. 
10-8). Los resultados sugieren que el incremento de la temperatura 
inducia la expresion de nuevos genes, un hallazgo que se confirmo una 
decada mas tarde con la caracterizacion de varias proteinas que apare- 
cian en la larva despues de elevar la temperatura. 2 Pronto se descubrio 
que esta reaction, conocida como respuesta al choque termico, no era 
exclusiva de la mosca de la fruta, sino que tambien puede activarse en 
muchas otras celulas diferentes de virtualmente todo tipo de organismo 
desde bacterias hasta plantas y mamiferos. El examen minucioso revelo 
que las proteinas producidas durante la respuesta no se encontraban 
tan solo en las celulas que sufrian el choque termico, sino tambien en 
bajas concentraciones en celulas bajo condiciones normales. <;Cual es la 
funcion de estas VaccacsA'Xi, proteinas de choque termico (hsps)} La respues¬ 
ta a esta pregunta se revelo de manera gradual por una serie de estudios 
al parecer sin relation. 


En la pagina 77 se observo que algunos complejos, estructuras 
de multisubunidades, como los ribosomas bacterianos o una particula 
del virus del mosaico del tabaco, pueden autoensamblarse a partir de 
subunidades purificadas. En la decada de 1960 se demostro que las 
proteinas que forman las particulas de bacteriofago (vease fig. 1 -21 c) 
tambien poseen una importante capacidad para autoensamblarse, pero 
por lo general son incapaces de formar una particula completa de virus 
funcional in vitro por si mismas. Los experimentos de ensamblado del 
fago en celulas bacterianas confirmaron que los fagos requieren la ayu- 
da de las bacterias. Por ejemplo, en el ano 1973 se mostro que ciertas 
cepas mutantes de bacterias llamadas GroE no podian mantener el 
ensamblaje de los fagos normales. Segun sea el tipo de fago, la cabe- 
za o el tallo de la particula del fago se ensamblaron de manera inco- 
rrecta. 3,4 Estos estudios sugirieron que una proteina codificada por el 
cromosoma bacteriano participaba en el ensamble de los virus, aunque 
esta proteina del huesped no file un componente final de las particulas 
virales. Como desde luego no habia evolucionado una ayuda para el 
ensamblaje de los virus, la proteina bacteriana requerida para el ensam¬ 
blaje de los fagos tenia que desempenar alguna funcion en las activi- 
dades normales de las celulas, pero el papel preciso que jugaban estas 
proteinas permanecia oscuro. Estudios subsecuentes revelaron que el 





CHAPERONAS: PROTEiNAS COLABORADORAS QUE PERMITEN UN APROPIADO ESTADO DE PLEGAMIENTO 79 



FIGURA1 Un modelo del complejo GroEL armado de acuerdo con los datos 
de la microscopia electronica y el peso molecular. Se observa que el comple¬ 
jo esta formado por dos discos, cada uno integrado con siete subunidades 
identicas ordenadas de manera simetrica alrededor de un eje central. Estu- 
dios posteriores mostraron que el complejo contiene una gran camara inter¬ 
na. (Tomada deT. Hohn, et al. J. Mol. Biol. 129:371,1979. Copyright 
© 1979, con autorizacion de Academic Press, Elsevier Science.) 


sitio GroE que se hallaba en los cromosomas bacterianos contenia dos 
genes separados, GroEL y GroES, que codifican dos proteinas inde- 
pendientes, GroEL y GroES. Bajo microscopio electronico, la proteina 
purificada GroEL aparecla como una estructura ensamblada de forma 
cilindrica conformada por dos discos. Cada disco estaba compuesto 
por siete subunidades acomodadas de manera simetrica alrededor de 
un eje central (fig. I). 5,6 

En anos posteriores, un estudio en plantas de chicharos desta- 
caba la existencia de una proteina similar que promovia el ensamblaje 
en los cloroplastos de las plantas. 7 La rubisco es una gran proteina 
de los cloroplastos que cataliza la reaction en la cual las moleculas de 
C0 2 que toman de la atmosfera se unen de forma covalente a mole¬ 
culas organicas durante la fotosintesis (section 6.6). La enzima rubis¬ 
co comprende 16 subunidades: ocho pequenas (de masa molecular de 
14 000 Da) y ocho grandes (55 000 Da). Se encontro que la subunidad 
grande de rubisco se sintetizaba dentro del cloroplasto y no presenta- 
ba un estado independiente, pero se relacionaba con una proteina de 
ensamblaje importante integrada por subunidades identicas de 60 000 
Da (60 kDa) de masa molecular. En este articulo, los investigadores 
consideraron la posibilidad que el complejo formado por la subunidad 
grande de rubisco y el polipeptido de 60 kDa era un intermediario en 
el ensamblaje de una molecula de rubisco completa. 

Una linea de investigation separada en las celulas de mamiferos 
tambien revelo la existencia de proteinas que al parecer ayudaban al 
ensamblaje de las multisubunidades proteicas. De modo semejante a 
la rubisco, las moleculas de anticuerpo poseian un complejo de dos 
diferentes tipos de subunidades, las cadenas ligeras mas pequenas y las 
cadenas pesadas mas largas. Al igual que las subunidades grandes de la 
rubisco, se vincularon con otra proteina no encontrada en el complejo 
final, asi como tambien las cadenas pesadas de un complejo de anti- 
cuerpos. 8 Esta proteina, la cual se relaciona con las cadenas pesadas 
recien sintetizadas, pero no con las cadenas pesadas ya unidas a las 
cadenas ligeras, se conocio como proteina de enlace, o BiP. Mas adelante 
se descubrio que la proteina BiP tenia una masa molecular de 70 000 
Da (70 kDa). 

Se han elegido dos lineas de investigation: una concerniente a la 
reaction al choque termico y la otra en relation con las proteinas que 
promueven el ensamblaje proteico. Estos dos campos convergieron en 


1986, cuando se mostro que una de las proteinas que figura de manera 
mas importante en la respuesta al choque termico, una entidad llamada 
proteina de choque te'rmico 70 (hsp70) debido a su masa molecular, se 
identified como la BiP, la proteina participante en el ensamblaje de 
moleculas de anticuerpo. 9 

Antes del descubrimiento de la respuesta al choque termico se 
conocio que la estructura de las proteinas era sensible a la temperatura; 
un pequeno aumento de esta daba lugar a que las moleculas delicadas 
alteraran su plegamiento. El mecanismo de desplegamiento expone los 
residuos hidrofobos que estaban alojados en el nucleo de la proteina. 
Tal y como las moleculas de grasa en un tazon de sopa se agrupan en 
gotas, asi tambien las proteinas con los segmentos hidrofobos en su 
superficie. En consecuencia, cuando la celula sufre un choque de calor, 
las proteinas solubles se desnaturalizan y forman agregados. Un infor¬ 
me de 1985 demostro que, luego de la elevation de la temperatura, las 
moleculas de hsp70 recien sintetizadas entraban al nucleo celular, se 
unian a agregados de proteinas nucleares y actuaban como una palanca 
molecular que promovia la disgregacion. 10 Debido a su contribution en 
el ensamblaje de las proteinas al prevenir las interacciones indeseables, 
la proteina hsp70 y las moleculas relacionadas recibieron el nombre de 
chaperonas moleculares. 11 

Pronto se demostro que las proteinas de choque termino bacte- 
rianas GroEL y la rubisco ensambladora de proteinas en las plantas 
eran homologos. De hecho, las dos proteinas mostraban los mismos 
aminoacidos en alrededor de la mitad de mas de 500 residuos en sus 
respectivas moleculas. 12 Que dos proteinas —ambas de la familia de 
chaperonas Hsp60 — retuvieran muchos de los aminoacidos semejantes 
reflejaba sus funciones esenciales y similares en los dos tipos de celulas. 
^Pero cual era su funcion esencial? En este punto se penso que su papel 
primario era mediar el ensamblaje de complejos de multisubunidades, 
como las particulas de bacteriofago o rubisco. Esta vision se cambio 
tras los experimentos que estudiaban a las chaperonas moleculares en 
la mitocondria. Se conocio que las proteinas recien sintetizadas en la 
mitocondria producidas en el citosol debian cruzar la membrana exter¬ 
na mitocondrial en una forma no plegada y extendida en forma mono- 
merica. Se encontro un mutante que tenia alterada la actividad de otro 
miembro de la familia de chaperonas Hsp60 que permanece dentro de 
la mitocondria. En las celulas que contenian esta chaperona mutan¬ 
te, las proteinas que se transportaban dentro de la mitocondria tenian 
dificultad para plegarse dentro de su forma activa. 13 De la misma for¬ 
ma, las proteinas que poseian una cadena polipeptidica simple fallaban 
para plegarse en sus conformaciones nativas. Este hallazgo cambio la 
perception de la funcion de las chaperonas; no se trataba de entidades 
que facilitaban solo el ensamblado de subunidades ya plegadas en gran¬ 
des complejos, sino que tambien contribuian al desplegamiento de las 
cadenas polipeptidicas. 

Los resultados de estos y otros estudios indicaron la presencia en 
celulas de al menos dos principales familias de chaperonas moleculares: 
las chaperonas Hsp70, como la BiP, y las chaperonas Hsp60 (las cuales 
tambien se conocen como chaperoninas ), como la Hsp60, GroEL y la 
proteina que ensambla a la rubisco. En seguida se describen las chape¬ 
roninas Hsp60, por ejemplo, la GroEL, cuya comprension es mejor. 

Segun la primera revelation en el ano de 1979, GroEL era un 
complejo molecular enorme de 14 subunidades polipeptidicas dispues- 
tas en dos estructuras similares a una rosquilla doble. 5,6 Quince anos 
mas tarde se analizaron estas micrografias electronicas primarias y se 
determino la estructura tridimensional de los complejos de GroEL 
por cristalografia de rayos X. 14 El estudio revelo la presencia de una 
cavidad central dentro del cilindro de GroEL. Estudios subsecuentes 
demostraron que esta cavidad estaba dividida en dos camaras separadas, 
una en cada extremo del complejo. Cada camara se hallaba dentro del 
centra de uno de los anillos del complejo GroEL y era suficientemente 
grande para encerrar el proceso de plegamiento para un polipeptido. 

Los estudios de microscopia electronica tambien suministraron 
information acerca de la funcion de una segunda proteina, GroES, la 
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FIGURA2 Reconstrucciones de GroEL con base en los datos de micrografias 
electronicas de alta resolution obtenidas de muestras congeladas en eta- 
no liquido y examinadas a —170°C. La imagen de la izquierda muestra al 
complejo de GroEL y la de la derecha el complejo de GroEL con GroES, 
que forma un domo en un extremo del cilindro. Es evidente que la union 
de GroES se acompana de un cambio conformacional del extremo apical de 
las proteinas que forman el extremo superior del anillo GroEL (flecha), lo 
que crea mayor espacio en la camara superior. (Reimpresa con autoriza- 
cion de S. Chen, et al., cortesia de Helen R. Saibil, Nature 371:263, 
1994. Copyright © 1994 Macmillan Magazines Limited.) 


cual actua en conjuncion con GroEL. Del mismo modo que GroEL, 
GroES es una proteina semejante a un anillo con siete subunidades 
colocadas de forma simetrica alrededor de un eje central. Sin embar¬ 
go, GroES consiste solo en un anillo y tiene subunidades mucho mas 
pequenas (10 000 Da) que la proteina GroEL (60 000 Da). GroES se 
observa como una tapa o domo que cubre la parte superior del cilin¬ 
dro de GroEL (fig. 2). La union de GroES con el extremo de GroEL 
propicia un cambio conformacional notable en la proteina GroEL que 
incrementa el volumen de la camara en el extremo del complejo. 15 

La importancia de estos cambios conformacionales se ha puesto 
de manifesto con detalle en la cristalografia de rayos X realizada en los 
laboratorios de Arthur Horwich y Paul Sigler de la Yale University , 16 
Como se muestra en la figura 3, la union de la tapa de GroES tiene 
lugar junto con una rotation de 60° en el dominio apical (rojo) de la 
subunidad que hace el anillo de GroEL en el extremo del cilindro de 
GroEL. La union de GroES hace mucho mas que activar los cam¬ 
bios conformacionales que aumentan la camara de GroEL. Antes de la 
union de GroES, las paredes de la camara de GroEL han expuesto los 
residuos hidrofobos que le confieren un caracter hidrofobo. Los poli¬ 
peptidos que no son nativos tambien exponen sus residuos hidrofobos 
ocultos en el interior del polipeptido nativo. Debido a que las superficies 
hidrofobas tienen una tendencia a interaccionar, las porciones hidrofo- 
bas de la cavidad de GroEL se unen a la superficie de los polipeptidos 
que no son nativos. La union de GroES a GroEL oculta los residuos 
hidrofobos de la pared de GroEL y expone un numero de diferentes 
residuos polares, de tal forma que cambia el caracter de las paredes de 
la camara. Como resultado de esta transformation, el polipeptido no 
nativo unido a las paredes de GroEL por interacciones hidrofobas se 
desplaza en el espacio dentro de la camara. Una vez liberado de sus 
uniones a la pared de la camara, el polipeptido tiene la oportunidad 
de continuar su plegamiento en un ambiente protegido. Despues de 
unos 15 segundos, la capa de GroES se disocia del anillo de GroEL 
y el polipeptido se expulsa de la camara. Si el polipeptido no alcanza 
su conformation nativa se expele y puede de nueva cuenta unirse al 
mismo u otro GroEL y el proceso se repite. En la figura 4 se muestra el 
modelo que trata de explicar algunos de los pasos que ocurren durante 
el proceso de la asistencia de GroEL-GroES para plegamiento. 


Un estudio reciente indica que unas 250 de las aproximadamente 
2 400 proteinas presentes en el citosol de una celula de E. coli inter- 
actuan normalmente con GroEL. 17 ^De que forma pueda unirse una 
chaperona a diferentes polipeptidos? El sitio de union de GroEL posee 
una superficie hidrofoba, formada por dos helices alfa de los dominios 
apicales, capaz de unir virtualmente cualquier secuencia de residuos 
hidrofobos accesible en un polipeptido plegado en parte o no plegado. 18 
Una comparacion de la estructura cristalina de la molecula GroEL sin 
unir con la GroEL unida a diferentes peptidos revelo que el sitio de 
union del dominio apical de la subunidad de GroEL puede ajustarse 
de modo local y adecuar su position cuando se unen diferentes pepti¬ 
dos. Este hallazgo indico que el sitio de union tiene flexibilidad estruc- 
tural que permite moldear su forma y llenar el espacio de la estructura 
del polipeptido en particular con el cual interactua. 

Se piensa en las proteinas como moleculas muy especializadas que 
tienen un efecto tremendo en un numero limitado de sucesos. Por ejem- 
plo, la mayoria de las enzimas puede acelerar la velocidad de las reaccio- 
nes a un grado notorio, pero solo para algunas reacciones relacionadas. 
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FIGURA 3 Cambio conformacional en GroEL. a) El modelo de la izquierda 
muestra la superficie de la estructura de los dos anillos formada por la cha- 
peronina GroEL. El dibujo de la derecha ilustra la estructura terciaria de 
una de las subunidades de la parte superior del anillo de GroEL. Se puede 
observar que la cadena polipeptidica se pliega en tres dominios. b ) Cuando 
un anillo de GroES (flecha) se une a un cilindro de GroEL, el dominio 
apical de cada subunidad de GroEL del anillo adyacente sufre una rotation 
notable de unos 60° con el dominio intermedio (que se muestra en verde), 
y actua como una bisagra. El efecto de este cambio en partes del polipep¬ 
tido es una marcada elevation de la pared de GroEL y un agrandamiento 
de la camara formada. (Reimpresa con autorizacion de Z. Xu, A. L. 
Horwich y R B. Sigler, Nature 388:744, 1997. Copyright © 1997 
Macmillan Magazines Limited.) 
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GroEL, a diferencia de lo anterior, es capaz de promover el plegamiento 
de un amplio espectro de proteinas no relacionadas, lo cual ha llevado 
a describirlas como “maquinas de plegamiento para muchas proteinas 
pero no para una sola”. 19 De acuerdo con este concepto, la estructura 
de GroEL-GroES es un “compromiso” que permite a las chaperoninas 
apoyar a una gran variedad de proteinas en algun grado sin que lo haga 
con otras de modo notable. Esta vision de GroEL-GroES ha recibi- 
do el apoyo de un estudio en el cual se indujo la mutagenesis dirigida 
para modificar un residuo aminoacidico clave, Tir71 del GroES, cuya 
cadena lateral sobresale de la parte superior de la camara. 20 Debido a su 
anillo aromatico, la tirosina es un aminoacido un poco hidrofobo (fig. 
2-26). Cuando la Tir71 se cambio por un aminoacido con carga positi- 
va o negativa,la variante GroEL-GroES resultante tenia una capacidad 
incrementada para favorecer el plegamiento del peptido especifico, la 
proteina verde fluorescente (GFP). No obstante, las sustituciones de 
la Tir71 que mejoraron la capacidad de GroES-GroEL para plegar 
GFP provocaron que esta chaperonina redujera la capacidad para asistir 
el plegamiento de sustratos naturales. Conforme la chaperonina logro 
tener mayor especialidad para interactuar con la GFP, perdio su propie- 
dad para facilitar el plegado de proteinas de estructura no relacionada. 
Este hallazgo sugiere que los aminoacidos individuales que forman la 
pared de la camara de plegamiento pueden participar en la reaction de 
plegamiento. En otras palabras, las chaperoninas podrian hacer mas 
que solo suministrar una camara pasiva donde las proteinas puedan 
plegarse sin interferencia externa. 21 

Debe tenerse presente que las chaperonas moleculares no portan 
information para el proceso de plegamiento, sino que impiden el ple¬ 
gamiento incorrecto de las proteinas o su agregacion. Como descubrio 
Anfinsen decadas atras, la estructura tridimensional de una proteina es 
determinada por su secuencia de aminoacidos. 
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FIGURA 4 Ilustracion esquematica de los pasos propuestos que ocurren 
durante el plegamiento de un polipeptido con la ayuda de GroEL-GroES. 
Se ha observado que GroEL tiene dos camaras con estructuras y funciones 
equivalentes y que se alternan durante su actividad. Cada camara se localiza 
dentro de uno de los dos anillos que forman los complejos GroEL. El poli¬ 
peptido no nativo entra a una de las camaras (paso 1) y se une a los sitios 
hidrofobos de la pared de la camara. La union de GroES genera un cambio 
conformacional en la pared de la parte superior de la camara y da lugar a 
un agrandamiento de la camara y liberation del polipeptido no nativo de la 
pared dentro del espacio cerrado de la camara (paso 2). Despues de unos 


15 segundos, GroES se disocia del complejo y el polipeptido se expulsa 
de la camara (paso 3). Si el polipeptido adquiere su conformation nativa, 
como en la molecula de la izquierda, el proceso de plegamiento se completa. 
Sin embargo, si el polipeptido se pliega parcialmente, o lo hace de manera 
erronea, otra vez se une a la camara de GroEL para iniciar otro ciclo de 
plegamiento. ( Nota: como se indica, el mecanismo de action de GroEL lo 
controlan la union e hidrolisis del ATP, una molecula rica en energia cuya 
funcion se discute en extenso en el capitulo siguiente.) (A partir de A. L. 
Horwich, et al., Proc Nat’l Acad Sci USA 96:11037,1999.) 
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SINOPSIS 


Los enlaces covalentes mantienen unidos los atomos para formar 
moleculas. Los enlaces covalentes son estructuras estables que se for- 
man cuando los atomos comparten los electrones de su capa externa, 
de manera que cada uno completa dicha capa. Los enlaces covalentes 
pueden ser simples, dobles o triples, segun sea el numero de pares de 
electrones compartidos. Si los electrones que forman el enlace se com¬ 
parten de modo desigual, el atomo con mayor fuerza de atraccion (el 
mas electronegativo) posee carga parcial negativa, en tanto que el otro 
atomo adquiere carga parcial positiva. Las moleculas sin enlaces polari- 
zados son no polares o hidrofobas e insolubles en agua. Las moleculas 
con enlaces polarizados son polares o hidrofilas y solubles en agua. Las 
moleculas polares de importancia biologica contienen uno o mas ato¬ 
mos electronegativos, por lo general O, N, S o P (pag. 32). 

Las fuerzas de atraccion debiles forman enlaces no covalentes den- 
tro de la misma molecula o entre dos moleculas cercanas en regiones 
con cargas positiva y negativa. Los enlaces no covalentes tienen una 
funcion clave al mantener la estructura de las moleculas biologicas y 
mediar sus actividades dinamicas. Los enlaces no covalentes incluyen 
enlaces ionicos, puentes de hidrogeno y fuerzas de van der Waals. 
Los enlaces ionicos se forman entre grupos cargados de manera posi¬ 
tiva y negativa; los puentes de hidrogeno se crean entre un atomo de 
hidrogeno unido de modo covalente (el cual porta una carga parcial 
positiva) y un atomo de nitrogeno u oxigeno tambien unido de forma 
covalente (que porta una carga parcial negativa); las fuerzas de van der 
Waals se ejercen entre dos atomos con carga transitoria debido a una 
asimetria momentanea y a la distribution de los electrones que rodean 
a los atomos. Las moleculas no polares o segmentos no polares de 
moleculas mas grandes en medio acuoso tienden a agruparse para esta- 
blecer interacciones hidrofobas. Ejemplos de los tipos de interacciones 
no covalentes incluyen la vinculacion del DNA y proteinas mediante 
enlaces ionicos, la complementation de las cadenas del DNA a traves 
de puentes de hidrogeno y la formacion del micleo hidrofobo en las 
proteinas solubles como resultado de las interacciones hidrofobas y 
las fuerzas de van der Waals (pag. 33). 

El agua tiene propiedades unicas que mantienen la vida. Los enlaces 
covalentes que conforman una molecula de agua estan muy polarizados. 
Por lo tanto, el agua es un excelente solvente capaz de formar puentes 
de hidrogeno practicamente con todas las moleculas polares. El agua 
tambien es un determinante principal de la estructura de las moleculas 
biologicas y las interacciones en las que participa. El pH de una solu¬ 
tion es una medida de la concentracion de iones hidrogeno (hidronio). 
La mayor parte de los procesos biologicos es muy sensible al pH porque 
los cambios en la concentracion del ion hidrogeno alteran el estado 
ionico de las moleculas biologicas. Las celulas estan protegidas de las 
variaciones de pH por amortiguadores, compuestos que reaccionan con 
iones hidrogeno o hidroxilo (pag- 37). 


Los atomos de carbono desempenan una funcion importante en la 
formacion de las moleculas biologicas. Cada atomo de carbono tiene 
capacidad para establecer enlaces hasta con cuatro atomos, que pue¬ 
den ser otros atomos de carbono. Esta propiedad le permite formar 
moleculas grandes cuyo esqueleto consiste en una cadena de atomos 
de carbono. Las moleculas que solo contienen hidrogeno y carbono se 
denominan hidrocarburos. La mayor parte de las moleculas de impor¬ 
tancia biologica posee grupos funcionales que incluyen uno o mas ato¬ 
mos electronegativos que tornan a la molecula mas polar, hidrosoluble 
y reactiva (pag- 40). 

Las moleculas biologicas son miembros de cuatro grupos impor- 
tantes: carbohidratos, lipidos, proteinas y acidos nucleicos. Los 
carbohidratos incluyen a los azucares simples y grandes moleculas 
(polisacaridos) elaboradas con monomeros de azucar. Los carbohi¬ 
dratos funcionan de manera primaria como almacen de energia quimi- 
ca y como material durable para la construction biologica. Los azucares 
simples de importancia biologica se integran con esqueletos de tres a 
siete atomos de carbono, con cada carbono unido a dos grupos hidroxi¬ 
lo menos uno, que posee un grupo carbonilo. Los azucares con cinco 
o mas atomos de carbono reaccionan de modo espontaneo para crear 
moleculas en forma de anillo. Los atomos de carbono situados a lo largo 
del esqueleto del azucar unidos a cuatro grupos diferentes son sitios de 
estereoisomerismo y generan pares de isomeros que no pueden super- 
ponerse. El carbono asimetrico mas alejado del carbonilo determina 
si el azucar es d o l. Los azucares se unen entre si mediante enlaces 
glucosidicos para formar disacaridos, oligosacaridos y polisacaridos. En 
animales el azucar se almacena sobre todo como glucogeno, un polisa¬ 
carido ramificado que constituye una fuente de energia rapidamente 
disponible. En las plantas, las reservas de glucosa se almacenan como 
almidon, una mezcla de amilosa no ramificada y amilopectina ramifi- 
cada. La mayor parte de los azucares, tanto glucogeno como almidon, 
se unen por medio de enlaces a(l —» 4). La celulosa es un polisacarido 
estructural elaborado por celulas vegetales que constituye el compo- 
nente principal de la pared celular. En la celulosa los monomeros de la 
glucosa se unen por enlaces del tipo (3(1 —> 4), que pueden cortarse por 
efecto de la celulasa, una enzima que no esta presente en los animales. 
La quitina es un polisacarido estructural compuesto por monomeros 
iV-acetilglucosamina (pag. 42). 

Los lipidos son un ordenamiento diverso de moleculas hidrofobas 
que tienen diferente estructura y funciones. Las grasas se conforman 
con moleculas de glicerol esterificado a tres acidos grasos. Los acidos 
grasos difieren en la longitud de su cadena, numero y position de sus 
enlaces dobles (sitios de insaturacion). Las grasas son muy ricas en 
energia quimica; un gramo de grasa contiene mas de dos veces la ener¬ 
gia que posee un gramo de carbohidrato. Los esteroides son un grupo 
de lipidos que contienen un esqueleto hidrocarbonado caracteristico 
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de cuatro anillos. Entre los esteroides se incluye al colesterol asi como 
a diferentes hormonas (p. ej., testosterona, estrogeno y progesterona), 
que se sintetizan a partir del colesterol. Los fosfolipidos son moleculas 
lipidicas que contienen fosfato, poseen extremos hidrofilos e hidrofobos 
y desempenan un papel importante en la estructura y funcion de las 
membranas celulares (pag. 47). 

Las protemas son macromoleculas con funciones diversas consti- 
tuidas por aminoacidos unidos por enlaces pepddicos que forman 
cadenas polipeptidicas. Los diferentes ordenamientos de las protemas 
incluyen enzimas, materiales estructurales, receptores membranosos, 
factores que regulan genes, hormonas, agentes transportadores y anti- 
cuerpos. El orden en el que se incorporan los 20 aminoacidos en una 
proteina esta codificado en la secuencia nucleotidica del DNA. Los 20 
aminoacidos muestran una organizacion estructural comun consisten- 
te en un carbono alfa unido a un grupo amino, un grupo carboxilo y 
una cadena lateral de estructura variable. En el presente esquema, las 
cadenas laterales se clasifican en cuatro categorias: con carga neta a 
pH fisiologico; los que son polares, pero sin carga y que son capaces de 
formar puentes de hidrogeno; no polares que interactuan por medio 
de fuerzas de van der Waals; y tres aminoacidos (prolina, cisteina y 
gHcina) que poseen propiedades unicas (pag. 49). 

La estructura de las protemas puede describirse en cuatro niveles de 
complejidad incrementada de forma gradual. La estructura primaria 
se describe por medio de la secuencia aminoacidica de un polipeptido; 
la estructura secundaria a traves de la estructura tridimensional (confor¬ 
macion) de secciones del esqueleto polipeptidico; la estructura terciaria 
por la conformacion del polipeptido entero, y la estructura cuater- 
naria por la disposicion de las subunidades si la proteina tiene mas 
de una cadena polipeptidica. La heUce alfa y la hoja beta plegada son 
estables, en particular las estructuras secundarias vinculadas por puen¬ 
tes de hidrogeno que son comunes en muchas protemas. La estructura 
terciaria de una proteina es muy compleja y unica para cada tipo indivi¬ 
dual de proteina. La gran mayoria de las protemas posee una estructura 


globular en la que la cadena polipeptidica se pliega para formar una 
molecula compacta en donde los residuos especificos estan situados 
de manera conveniente, lo cual posibilita que la proteina realice una 
funcion especifica. La mayor parte de las protemas muestra dos o mas 
dominios que mantienen una independencia de estructura y funcion. 
Al utilizar la tecnica de mutagenesis dirigida, los investigadores han 
dilucidado la funcion de residuos aminoacidicos especificos al efectuar 
sustituciones especificas. En afios recientes, un nuevo campo de la pro- 
teomica ha aparecido y usa nuevas tecnologias, como la espectroscopia 
de masas y el uso de computadoras, para estudiar las diferentes propie¬ 
dades de las protemas a gran escala. Las distintas interacciones entre 
las 6 000 protemas codificadas por el genoma de la levadura que se han 
analizado por diferentes tecnologias son un ejemplo (pag. 54). 

La informacion que se requiere para que una cadena polipeptidica 
adquiera su conformacion nativa esta codificada en su estructura 
primaria. Algunas protemas se pliegan en su estructura terminal de 
manera espontanea; otras necesitan la ayuda de chaperonas inespeci- 
ficas, que evitan la agregacion de los intermediarios del plegamiento 
(pag. 63). 

Los acidos nucleicos son sobre todo moleculas informacionales que 
consisten en cadenas integradas por monomeros de nucleotidos. 

Cada nucleotido es una cadena que posee un azucar, un fosfato y una 
base nitrogenada. Los nucleotidos se unen mediante enlaces entre el 
grupo hidroxilo 3 ' del azucar de un nucleotido y el grupo 5 / fosfato 
del nucleotido adyacente. El RNA y el DNA se ensamblan a partir de 
los cuatro nucleotidos diferentes que se distinguen por sus bases que 
pueden ser pirimidinas (citosina o uracilo/timina) o purinas (adeni- 
na o guanina). El DNA es una doble cadena de acidos nucleicos y el 
RNA es por lo regular una cadena sencilla y plegada sobre si misma 
con secciones de doble cadena. La informacion en los acidos nucleicos 
esta codificada en la secuencia especifica de nucleotidos que forman la 
cadena (pag. 75). 


PREGUNTAS ANALIT1CAS 


1. La anemia de celulas falciformes se induce por una sustitucion 
de una valina por un acido glutamico. ,;Que efecto se esperaria si 
la alteracion fuera un cambio por el aminoacido leucina en este 
sitio?, <;o un acido aspartico? 

2. De los aminoacidos glicina, isoleucina y Hsina, ,:cual seria el mas 
soluble en una solucion acuosa acida y cual el menos soluble? 

3. ,:Cuantos isomeros estructurales pueden formarse a partir de 
moleculas con las formulas C 5 H 12 y C 4 H g ? 

4. El gHceraldehido es una aldotetrosa de tres carbonos que puede 
existir como dos estereoisomeros. <:Cual es la estructura de la unica 
cetotriosa, la dihidroxiacetona?, ^cuantos estereoisomeros forma? 

5. Se sabe que las bacterias cambian sus acidos grasos con las fluctua- 
ciones de la temperatura de su ambiente. <jQue cambios esperaria 
en los acidos grasos con el descenso de la temperatura?, ,;por que 
lo anterior se considera adaptativo? 

6. En la cadena polipeptidica —C—C—N—C—C—N—C—C— 
NH 2 , identifique los carbonos alfa. 

7. <:Cual de los siguientes enunciados es verdadero? El aumento del 
pH en una solucion deberia: a) suprimir la disociacion de un aci¬ 
do carboxilico, b) incrementar la carga en los grupos amino, c) 
aumentar la disociacion de los acidos carboxfiicos, d) anular la car¬ 
ga en los grupos amino. 


8. ,:Cual de los cuatro tipos de aminoacidos tiene cadenas laterales con 
mayor potencial para formar puentes de hidrogeno?, <:cual posee mayor 
potencial para formar enlaces ionicos e interacciones hidrofobas? 

9. Si las tres enzimas del complejo de la deshidrogenasa de piruvato 
existieran como protemas separadas en lugar de formar una uni- 
dad, <;que efecto se observaria sobre la velocidad de las reacciones 
catalizadas por estas enzimas? 

10. ,:Existe acuerdo acerca de que la ribonucleasa y la mioglobina 
carecen de estructura cuaternaria?, <;por que si o por que no? 

11. ^Cuantos tripeptidos diferentes son posibles?, ^cuantos carboxilos 
terminales presentan las cadenas de polipeptidos en una molecula 
de hemoglobina? 

12. Se ha aislado un pentapeptido compuesto de cuatro residuos de 
glicina y uno de lisina en el C terminal del peptido. Con base en la 
informacion suministrada en el pie de la figura 2-27, si la pK de 
la cadena lateral de la lisina es 10 y la del grupo carboxiterminal es 
4, <;cual es la estructura del peptido a pH de 7 y 12? 

13. Las cadenas laterales del acido glutamico (pK, 4.3) y la argini- 
na (pK, 12.5) pueden formar un enlace ionico bajo ciertas con- 
diciones. Trace las porciones relevantes de las cadenas laterales e 
indique si es posible formar un enlace ionico en las condiciones 
siguientes: a) pH 4; b) pH 7; c) pH 12, y d) pH 13. 
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14. <:Es posible que una solution con alta concentration de sales des- 
naturalice a una ribonucleasa?, <;por que si o por que no? 

15. Se establecio en la seccion Perspectiva humana que: a) las mutacio- 
nes en el gen PRNP pueden propiciar que un polipeptido adquiera 
la conformation PrP Sc , lo cual causa CJD, y b) la exposition a la 
proteina prion PrP Sc puede provocar una infection que desarro- 
11a CJD. <;C6mo explica la aparicion de casos esporadicos de la 
enfermedad en personas que no tienen el riesgo por antecedentes 
hereditarios? 

16. Las personas que nacen con smdrome de Down tienen una tercera 
copia (extra) del cromosoma 21 en sus celulas. El cromosoma 21 
contiene el gen que codifica la proteina APP. <:Cual cree que sea 
la causa de que los individuos con sindrome de Down desarrollen 
enfermedad de Alzheimer a una edad temprana? 

17. Se menciono en la pagina 74 que la evolution posibilito la existen- 
cia de familias de proteinas compuestas por proteinas relacionadas 


con funciones similares. Son pocos los ejemplos que se conocen de 
proteinas con funciones muy semejantes y estructuras primaria y 
terciaria que no tengan evidencia de relation evolutiva. Por ejem- 
plo, las proteinas subtilisina y tripsina son dos enzimas que digie- 
ren proteinas (proteasas), que carecen de evidencia de homologia 
entre ellas a pesar de usar semejantes mecanismos para abordar los 
sustratos. ,:C6mo se puede explicar esta coincidencia entre estas 
proteinas? 

18. ,:Estaria de acuerdo con el enunciado segun el cual muchas 
secuencias diferentes de aminoacidos pueden plegarse en la misma 
estructura terciaria basica?, ^que datos lo apoyan? 

19. En palabras de un cientifico: “Cuando a cualquier biologo estruc- 
tural se le dice que se ha dilucidado una nueva estructura [protei- 
nica],la primera pregunta que hace ya no es ‘{Que parece ser?’, sino 
‘{A que se parece?’ ” { Que cree usted que significa este enunciado? 
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Bioenergetica, enzimas 
y metabotismo _ 


3.1 Bioenergetica 

3.2 Enzimas como catalizadores 
biologicos 

3.3 Metabolismo 

perspectiva humana: El problema 
creciente de la resistencia 
a los antibioticos 


L a interrelation de la estructura con la funcion es evidente en todos los niveles en 
la organization biologica, desde el molecular hasta el de organismos. En el capi- 
tulo anterior se observo que las proteinas tienen una estructura tridimensional 
intrincada que depende de la presencia de residuos de aminoacidos particulares en las 
posiciones precisas. En este capitulo se describe con mayor detalle a un gran grupo de 
proteinas, las enzimas, y se explica como su compleja estructura les confiere la capacidad 
de aumentar en grado notable la velocidad de las reacciones biologicas. Para comprender 
la forma en que las enzimas pueden lograr esto es necesario considerar el flujo de energia 
durante una reaction quimica, lo que conduce al tema de la termodinamica. Un breve 
estudio de los principios de la termodinamica tambien ayuda a explicar muchos de los 
procesos celulares que se tratan en este capitulo y los siguientes, incluidos el movimiento 
de iones a traves de las membranas, la sintesis de macromoleculas y el ensamble de las 
redes citoesqueleticas. Como se indica despues, el analisis termodinamico de un sistema 
particular puede revelar si los sucesos suelen ocurrir en forma espontanea; de no ser asi, 
proporcionan una medida de la energia que una celula debe gastar para que se lleve a 
cabo el proceso. En la ultima parte de esta section se describe la manera en que se vin- 
culan las reacciones quimicas individuales para formar vias metabolicas y la forma en que 
puede controlarse el flujo de energia y materias primas a traves de ciertas vias. • 


El modelo muestra la superficie de la enzima isomerasa de A 5 -3-cetoesteroide con una molecula sustrato (verde) 
en el sitio activo. El cardcter electrostdtico de la superficie se indica con el color (rojo, acido; azul, alcalino). 
(Reimpresa con autorizacion de Zheng Rong Wu, et al., Science 276:417, 1997, cortesi'a 
de Michael F. Summers, University of Maryland, Baltimore County; copyright 1997, 
American Association for the Advancement of Science.) 
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3.1 BIOENERGETICA _ 

Una celula viva esta llena de actividad. Se conforman 
macromoleculas de todos tipos a partir de materias primas, se 
producen y eliminan compuestos de desecho, las instrucciones 
geneticas fluyen del nucleo al citoplasma, se mueven vesiculas a 
lo largo de la via secretora, se bombean iones a traves de las mem- 
branas celulares, etc. Para mantener un nivel tan alto de actividad, 
la celula debe adquirir y gastar energia. El estudio de los diversos 
tipos de transformaciones energeticas que ocurren en los orga- 
nismos vivos se conoce como bioenergetica. 

Las leyes de la termodinamica 
y el concepto de entropfa 

La energia se define como la capacidad de realizar trabajo, es 
decir, la posibilidad para cambiar o mover algo. La termodina¬ 
mica es el estudio de los cambios de la energia que acompanan a 
los sucesos del universo. Las paginas siguientes se enfocan en un 
conjunto de conceptos que permiten predecir la direccion que 
toman tales sucesos y la posible necesidad del aporte de energia 
para hacer que el episodio ocurra. Sin embargo, las mediciones 
termodinamicas no suministran ayuda para establecer la rapidez 
con la que tiene lugar un proceso especifico o el mecanismo par¬ 
ticular que utiliza la celula para llevar a cabo el proceso. 

Primera ley de la termodinamica La primera ley de la ter¬ 
modinamica se refiere a la conservation de la energia. Senala 
que la energia no puede crearse ni destruirse. Empero, la ener¬ 
gia puede transformarse ( transducirse ) de una forma a otra. La 
energia electrica se convierte en energia mecanica cuando se 
conecta un reloj a la corriente (fig. 3-1 a) y la energia quimica 
se transforma en energia termica cuando se quema combustible 
en un calentador de aceite. Las celulas tambien son capaces de 
transducir energia. Como se describe en capitulos posteriores, la 


energia quimica almacenada en ciertas moleculas biologicas, en 
forma de ATP (trifosfato de adenosina), se convierte en ener¬ 
gia mecanica cuando los organelos se mueven de un sitio a otro 
dentro de la celula, a energia electrica cuando los iones fluyen 
a traves de una membrana o a energia termica cuando se libe¬ 
ra calor durante la contraction de las celulas musculares (fig. 

La transduction energetica mas importante en el mundo 
biologico es la conversion de la luz solar en energia quimica, el 
proceso de la fotosintesis, que proporciona el combustible que 
de manera directa o indirecta impulsa las actividades de casi 
todas las formas de vida. 1 Hay diversos animales, incluidas las 
luciernagas y los peces luminosos, que pueden convertir la ener¬ 
gia quimica de nueva cuenta en luz (fig. 3-lr). Sin embargo, sin 
importar cual sea el proceso de transduction, la cantidad total de 
energia en el universo permanece constante. 

Para discutir las transformaciones energeticas que implican 
materia, es necesario dividir el universo en dos partes: el sistema 
en estudio y el resto del universo, al que se denomina ambiente. 
Un sistema puede definirse de varias formas: puede ser un espa- 
cio determinado en el universo o una cierta cantidad de materia. 
Por ejemplo, el sistema puede ser una celula viva. Los cambios 
de la energia de un sistema que ocurren durante un suceso se 
manifiestan de dos maneras: como cambio en el contenido de 
calor del sistema y como desempeno de un trabajo. Aunque el 
sistema pierda o gane energia, la primera ley de la termodinami¬ 
ca indica que la perdida o ganancia deben equilibrarse con una 
ganancia o perdida correspondiente en el ambiente, de manera 
que la cantidad en el universo permanece constante. La ener¬ 
gia del sistema se conoce como energia interna ( E ) y su cambio 
durante una transformation es A E (delta E). Una manera de 


1 Se conocen varias comunidades de organismos que son independientes de la foto- 
sintesis, entre ellas las que residen en las chimeneas hidrotermales en el fondo del 
lecho marino que dependen de la energia obtenida de la sintesis quimica bacteriana. 



FIGURA 3-1 Ejemplos de transduccion energetica. a ) Conversion de energia electrica en energia mecanica. b ) Conversion de energia quimica en mecanica y 
termica. c ) Conversion de energia quimica en energia luminosa. 
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FIGURA 3-2 Un cambio de la energia 
interna de un sistema. En este ejemplo, 
el sistema se define como una hoja par¬ 
ticular de una planta. a) Durante el dfa, 
los pigmentos fotosinteticos en los clo- 
roplastos de la hoja absorben la luz solar 
y la utilizan para convertir C0 2 en car- 
bohidratos, como la molecula de glucosa 
que se muestra en el dibujo (que luego se 
incorpora en la sacarosa o almidon). Con- 
forme la celula absorbe luz, su energia 
interna aumenta; la energia presente en el 
resto del universo tiene que disminuir. b ) 
Durante la noche, la relacion energetica 
entre la celula y su ambiente se invierte y 
los carbohidratos producidos durante el 
dia se oxidan hasta C0 2 en las mitocon- 
drias; la energia se emplea para realizar 
las actividades nocturnas de la celula. 


describir la primera ley de la termodinamica es A E = Q - W, 
donde Q es la energia calorica y W la energia de trabajo. 

Segun sea el proceso, al final la energia interna del sis¬ 
tema puede ser mayor, igual o menor que la energia interna 
al principio, de acuerdo con su relacion con el ambiente (fig. 
3-2). En otras palabras, A E puede ser positiva, cero o negativa. 
Considerese que un sistema es el contenido de un vaso de reac- 
ciones. Mientras no haya un cambio de la presion o volumen 
del contenido, el sistema no realiza trabajo sobre el ambiente ni 
viceversa. En ese caso, la energia interna al final de la transfor- 
macion es mayor que la del principio, si se absorbe calor, y menor 
si se libera calor. Las reacciones que pierden calor se llaman exo- 
termicas, las que ganan calor son endotermicas y hay muchas 
reacciones de ambos tipos. Como A£ para una reaccion parti¬ 
cular puede ser positiva o negativa, no proporciona information 
sobre la probabilidad de que ocurra un fenomeno determinado. 
Para establecer la probabilidad de una transformation particular 
es necesario considerar algunos conceptos adicionales. 

Segunda ley de la termodinamica La segunda ley de la 

termodinamica expresa el concepto de que los fenomenos tie- 
nen en el universo una direction; tienden a proceder “colina aba- 
jo” de un estado de mayor energia a un estado de menor energia. 
Por lo tanto, en cualquier transformation energetica hay una 
disponibilidad decreciente de energia para efectuar un trabajo 
adicional. Las rocas caen de los riscos hacia el suelo y una vez en 
el, se reduce su capacidad para realizar trabajo adicional; es muy 
improbable que se eleven por si mismas de nueva cuenta hacia 
la cima del risco. De igual manera, en condiciones normales las 
cargas contrarias se atraen, no se separan, y el calor fluye de un 
cuerpo mas calido a uno mas frio, no a la inversa. Se dice que 
estos fenomenos son espontaneos, termino que indica que son 
favorables desde el punto de vista termodinamico y que pueden 
ocurrir sin el ingreso de energia externa. 

En su origen, el concepto de la segunda ley de la termodi¬ 
namica se formulo para las maquinas de calor y la ley conllevaba 


la idea inherente de que es imposible construir una maquina de 
movimiento perpetuo en un sentido termodinamico. En otras 
palabras, es imposible que una maquina tenga una eficiencia 
de 100%, requisito indispensable para que continue su funcio- 
namiento sin el ingreso de energia externa. Es inevitable que 
se pierda parte de la energia cuando la maquina funciona. Una 
relation similar se aplica a los organismos vivos. Por ejemplo, 
cuando una jirafa ramonea las hojas de un arbol o un leon caza a 
la jirafa, la mayor parte de la energia quimica del alimento nunca 
queda disponible para el animal que come. 

La perdida de la energia disponible durante un proceso es 
resultado de una tendencia al azar, o desorden, del universo para 
aumentar cada vez que hay una transferencia de energia. Esta 
ganancia en desorden se mide con el termino entropia y la per¬ 
dida de energia disponible es igual a 7AS, donde A S es el cambio 
de la entropia entre los estados initial y final. La entropia se 
relaciona con los movimientos aleatorios de las particulas de la 
materia que, por ser azarosos, no pueden realizar un proceso de 
trabajo directo. De acuerdo con la segunda ley de la termodina¬ 
mica, todo fenomeno se acompana de un aumento de la entro¬ 
pia del universo. Por ejemplo, cuando un terron de azucar se 
sumerge en una taza de agua caliente hay un cambio espontaneo 
de las moleculas de un estado ordenado en el cristal a una con¬ 
dition mucho mas desordenada cuando las moleculas de azucar 
se dispersan en toda la solution (fig. 3-3 a). Conforme las mole¬ 
culas del terron se disuelven en la solution, aumenta su libertad 
de movimiento, al igual que la entropia del sistema. El cambio de 
un estado concentrado a uno disperso se debe a los movimientos 
aleatorios de las moleculas. Al final, las moleculas de azucar se 
distribuyen por igual en todo el volumen disponible porque el 
estado de distribution uniforme es el estado mas probable. 

La liberation de calor, como en el caso de la oxidation de la 
glucosa dentro de una celula o por la friction generada cuando 
la sangre fluye por un vaso, es otro ejemplo de un incremento 
de la entropia. La liberation de energia termica por parte de 
los organismos vivos aumenta la velocidad de los movimientos 
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FIGURA 3-3 Fenomenos acompanados por un aumento de la entropia del 
universo. a) Un terron de azucar contiene moleculas de sacarosa con una 
disposition mu y ordenada, con restriction de la libertad de movimiento de 
las moleculas individuales. A medida que el cubo se disuelve, la libertad 
de movimiento de las moleculas de sacarosa aumenta en grado considerable 
y su movimiento aleatorio hace que se distribuyan por igual en todo el espa- 
cio disponible. Una vez que esto ocurre, ya no hay tendencia a distribuirse 
de nueva cuenta y la entropia del sistema esta en su nivel maximo. b ) Las 
moleculas de azucar dispersadas al azar en toda la solution pueden regresar 
a su estado ordenado, pero solo si aumenta la entropia del ambiente, como 
ocurre cuando las moleculas de agua mas ordenadas de la fase liquida se 
desordenan despues de la evaporation. 


aleatorios de los atomos y las moleculas; no puede dirigirse para 
realizar trabajo adicional. Tal y como la energia de los movi- 
mientos moleculares y atomicos se incrementa con la tempera- 
tura, tambien lo hace la entropia. Solo en el cero absoluto (0 K), 
cuando todos los movimientos cesan, la entropia es cero. 

Como sucede con otros fenomenos espontaneos, es preciso 
distinguir entre el sistema y su ambiente. La segunda ley de la 
termodinamica indica solo que la entropia total en el univer¬ 
so debe aumentar; el desorden dentro de una parte del universo 
(el sistema) puede reducirse en mayor medida que su ambiente. 
El azucar disuelto en la figura 3-3 a puede disminuir de entropia; 
puede cristalizarse de nuevo si se evapora el agua (fig. 3-37). No 
obstante, la consecuencia de este proceso es un aumento de la 
entropia del ambiente. La mayor libertad de movimiento de las 
moleculas de agua en la fase gaseosa equilibra en exceso la dis- 
minucion de libertad de las moleculas de los cristales de azucar. 

La vida opera bajo un principio similar. Los organismos 
vivos pueden atenuar su propia entropia si aumentan la entropia 


del ambiente. La entropia disminuye en un organismo cuando 
las moleculas relativamente simples, como los aminoacidos, se 
ordenan en moleculas mas complejas, como la proteina mio- 
globina de una celula muscular. Sin embargo, para que esto 
ocurra debe aumentar la entropia del ambiente, lo cual se logra 
cuando las moleculas complejas y ordenadas, como el glucoge- 
no almacenado en el higado o tejido muscular, se convierten en 
calor y se liberan compuestos mas pequenos y menos ordenados 
(como CO, y H 2 0) hacia el ambiente. Esta es la caracteristica 
del metabolismo que permite a los organismos vivos mantener 
un estado muy ordenado e improbable, por lo menos por un 
tiempo. 

Otra medida del estado de energia de un organismo vivo se 
obtiene del contenido de informacion de sus macromoleculas. La 
information es un tema dificil de definir, pero facil de reconocer. 
La information puede medirse en terminos de la disposition 
ordenada de las subunidades de una estructura. Por ejemplo, las 
proteinas y acidos nucleicos, en los que la secuencia lineal espe- 
cifica de las subunidades es muy ordenada, son bajos en entropia 
y altos en contenido de information. Para mantener un estado 
de elevado contenido de information (entropia baja) se requiere 
una entrada de energia. Considerese solo una molecula de DNA 
(acido desoxirribonucleico) localizada en una celula en el higa¬ 
do. Esa celula tiene docenas de proteinas diferentes cuya unica 
funcion es vigilar el DNA, buscar lesion y repararlo (se describe 
con mas amplitud en la section 13.2). El dano en los nucleotidos 
de una celula activa puede ser tan grande que, sin este gasto de 
energia, el contenido de information del DNA se deterioraria 
con rapidez. Los organismos con mayor capacidad para reducir 
la velocidad del aumento inevitable de la entropia tienen una 
mayor esperanza de vida (pag. 34). 

Energia libre 

Juntas, la primera y la segunda leyes de la termodinamica indi¬ 
can que la energia del universo es constante, pero la entropia 
continua en aumento hacia un maximo. En 1878, el quimico 
estadounidense J. Willard Gibbs combino los conceptos inhe- 
rentes en las primeras dos leyes en la expresion A H = AG + 
TAS, donde AG (delta G) es el cambio de energia libre, esto es, 
el cambio de la energia durante un proceso que esta disponible 
para realizar trabajo; AH es el cambio de la entalpia o contenido 
total de energia del sistema (para los fines de este texto, equiva- 
lente a A E); T es la temperatura absoluta (K = °C + 273), y AS 
es el cambio de la entropia del sistema. La ecuacion establece 
que el cambio de la energia total es igual a la suma de los cam- 
bios de la energia util (AG) y la energia que no esta disponible 
para hacer trabajo adicional (TAS). 

Cuando se corrige la expresion y se escribe como AG = 
AH - TAS, la ecuacion anterior proporciona una medida de la 
espontaneidad de un proceso particular. Hace posible predecir 
la direction en la que el proceso avanzara y la extension en la 
que ocurrira. Todas las transformaciones energeticas espontdneas 
deben tener una AG negativa, es decir, el proceso debe avan- 
zar hacia el estado de menor energia libre. La magnitud de AG 
indica la cantidad maxima de energia que puede pasarse para 
usarla en otro proceso, pero no dice nada sobre la rapidez con 
la que el proceso ocurrira. Los procesos que pueden producirse 
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FIGURA 3-4 Cuando el agua se congela, su entropia disminuye porque las 
moleculas de agua del hielo existen en un estado mas ordenado con menor 
libertad de movimiento que en el estado liquido. El descenso de la entro¬ 
pia es muy aparente en la formacion de un copo de nieve. (Copyright, 
Nuridsany and Perennou/Photo Researchers.) 


en forma espontanea, esto es, los que estan favorecidos desde el 
punto de vista termodinamico (que tienen una AG negativa), se 
describen como exergonicos. En cambio, si la AG para un pro- 
ceso determinado es positiva, no puede producirse de manera 
espontanea. Estos procesos son desfavorables desde el punto de 
vista termodinamico y se describen como endergonicos. Como 
se describe mas adelante, se puede hacer que las reacciones que 
en condiciones normales son endergonicas sucedan si se unen 
con procesos liberadores de energia. 

Los signos de AHy A S para una transformation determi- 
nada pueden ser positivos o negativos, segun sea la relation entre 
el sistema y su ambiente. (Por lo tanto, AH es positiva si el siste- 
ma gana calor y negativa si se pierde; AS es positiva si el sistema 
se vuelve mas desordenado y negativa si se torna mas ordenado.) 
La interrelation de AH con AS se ilustra con la transformation 
entre hielo y agua. El paso del agua del estado liquido al soli- 
do se acompana de un descenso de la entropia (AS es negativa, 
como se ilustra en la figura 3-4) y un decremento de la entalpia 
(AH es negativa). Para que esta transformation ocurra (es decir, 
para que AG sea negativa), AH debe ser mas negativa que TAS, 
una condition que solo ocurre por debajo de 0°C. Esta rela¬ 
tion puede verse en el cuadro 3-1, que indica los valores para los 
diferentes terminos si un mol de agua se convirtiera en hielo a 
10,0 o —10°C. En todos los casos, sin importar cual sea la tem- 
peratura, el nivel de energia del hielo es menor al del liquido 
(la AHes negativa). No obstante, a una temperatura mas alta, el 
termino entropia de la ecuacion (TAS) es mas negativo que 
el termino entalpia, por lo que el cambio de energia libre es 
positivo y el proceso no puede ocurrir de modo espontaneo. A 
0°C el sistema esta en equilibrio; a -10°C se favorece el proceso 
de solidification, esto es, AG es negativa. 


Cuadro 3-1 


Termodinamica de la transformation 
hielo-agua 


Temp. 

(°C) 

A E 

(cal/mol) 

AH 

(cal/mol) 

AS 

(cal/mol • °C) 

TAS 

(cal/mol) 

AG 

(cal/mol) 

-10 

-1 343 

-1 343 

-4.9 

-1 292 

-51 

0 

-1 436 

-1 436 

-5.2 

-1 436 

0 

+10 

-1 529 

-1 529 

-5.6 

-1 583 

+54 


Fuente: I. M. Klotz, Energy in biochemical reactions, Academic Press, 1967. 


Cambios de energia libre en las reacciones quimicas 
Luego de describir el concepto de energia libre en terminos 
generates es posible aplicar la information a las reacciones qui¬ 
micas dentro de la celula. Todas las reacciones quimicas que tie¬ 
nen lugar alii son reversibles, y por lo tanto, debe considerarse 
que dos reacciones ocurren al mismo tiempo, una en un sentido 
y otra en el sentido inverso. De acuerdo con la ley de action de 
masa, la velocidad de una reaction es proportional a la concen¬ 
tration de los reactivos. Considerese, por ejemplo, la siguiente 
reaction hipotetica: 


A + Bi±C + D 

La velocidad de la reaction es directamente proportional al pro- 
ducto de las concentraciones molares de A y B. La velocidad de 
la reaction puede expresarse como ^[AJfB], donde k x es una 
constante de velocidad para la reaction. La velocidad de la reac¬ 
tion inversa es £ 2 [C][D]. Sin embargo, todas las reacciones qui¬ 
micas proceden despacio hacia un estado de equilibrio, es decir, 
hacia el punto en el que las velocidades de las reacciones en uno 
y otro sentidos sean iguales. En equilibrio, la misma cantidad 
de moleculas de A y B se convierte en moleculas de C y D por 
unidad de tiempo, conforme se integran a partir de ellas. Por 
consiguiente, en equilibrio 

*t[A][B] = * 2 [C][D] 

que puede arreglarse como sigue: 

h _ [C][D] 
h [A] [B] 

En otras palabras, en equilibrio hay una proportion predecible 
entre la concentration de productos y la concentration de reac¬ 
tivos. Este indice, que es igual a k x /k 2 , se denomina constante 
de equilibrio K . 

La constante de equilibrio permite predecir la direction 
(directa o inversa) en la que se favorece la reaction en unas con- 
diciones determinadas. Por ejemplo, supongase que se estudia la 
reaction previa y se acaban de mezclar los cuatro componentes 
(A, B, C, D) de manera que la concentration initial de cada uno 
es 0.5 molar (M). 

[C][D] _ [0.5] [0.5] _ 

[A][B] [0.5] [0.5] 

La direction en la que precede esta reaction depende de la cons¬ 
tante de equilibrio. Si la AT g es mayor de 1, la reaction precede 
a una mayor velocidad hacia la formation de los productos C 
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y D que en sentido contrario. Por ejemplo, si la if q es 9.0, las 
concentraciones de los reactivos y los productos en equilibrio 
en esta mezcla particular de reaction son 0.25 y 0.75 M, respec- 
tivamente. 


[C][D] _ [0.75] [0.75] _ 

[A] [B] [0.25] [0.25] 

Por el otro lado, si K es menor de 1, la reaction inversa precede 
a mayor velocidad que la reaction directa, por lo que la concen¬ 
tration de A y B se eleva a expensas de C y D. Con base en estos 
puntos puede deducirse que la direction real en la que precede la 
reaction en cualquier momento depende de las concentraciones 
relativas de todas las moleculas participantes y puede predecirse 
si se conoce la K . 

Ahora volvamos al tema de la energetica. La proportion 
entre los reactivos y los productos presentes en equilibrio depen¬ 
de de los niveles de energia libre relativa de los reactivos y los 
productos. Mientras la energia libre total de los reactivos sea 
mayor que la energia libre total de los productos, AG tiene un 
valor negativo y la reaction precede en el sentido de la forma¬ 
tion de productos. Mientras mayor sea la AG, mas se aleja la 
reaction del equilibrio y mas trabajo puede realizarse en el siste- 
ma. A medida que avanza la reaction, disminuye la diferencia en 
el contenido de energia libre entre los reactivos y los productos 
(AG se vuelve menos negativa), hasta que en el equilibrio la dife¬ 
rencia es cere (AG = 0) y no se puede obtener mas trabajo. 

Como la AG para una reaction determinada depende de 
la mezcla de reaction presente en cierto momento, no es un 
termino util para comparar la energetica de varias reacciones. 
Para colocar las reacciones en una base comparable y poder 
hacer varios tipos de calculos se adopto una convention para 
considerar el cambio de energia libre que ocurre durante una 
reaction en un conjunto de condiciones estandar. Para las reac¬ 
ciones bioquimicas, las condiciones se establecieron de mane- 
ra arbitraria en 25°C (298 K) y una atmosfera de presion, con 
todos los reactivos y productos presentes en concentration 1.0 
M, excepto el agua, que esta presente en 55.6 M y el hidrogeno 
(H + ) a 10 -7 M (pH 7.0). 2 El cambio de energia libre estandar 
(AG°') describe la energia libre suscitada cuando los reactantes 
se convierten en productos en estas condiciones estandar. Debe 
tenerse presente que las condiciones estandar no prevalecen en 
la celula, por lo que hay que tener precaution cuando se usen 
valores de las diferencias de energia libre estandar en los calculos 
de energetica celular. 

La relation entre la constante de equilibrio y el cambio 
estandar en la energia libre se presenta con la ecuacion 

A G°' = -RTlnK' 

Cuando el logaritmo natural (In) se convierte en logaritmo de 
base 10 (log 10 ), la ecuacion se convierte en 

AG°' = -2.303ATlog < q 


Cuadro 3-2 


Relation entre AG 0 ' 
y K' a 25°C 

7 eq 


K eq 

A G°' (kcal/mol) 

10 6 

-8.2 

10 4 

-5.5 

10 2 

-2.7 

10 1 

-1.4 

10° 

0.0 

10" 1 

1.4 

10 -2 

2.7 

10 -4 

5.5 

10 -6 

8.2 

10 -6 

8.2 


donde R es la constante de gas (1.987 caPmol • K) y T es la 
temperatura absoluta (298 K). 3 Hay que recordar que el log de 
1.0 es cere. Por consiguiente, de la ecuacion previa se deduce que 
las reacciones que tienen constantes de equilibrio mayores de 1.0 
tienen valores de AG°' negativos, lo cual indica que pueden ocu- 
rrir en forma espontanea en condiciones estandar. Las reacciones 
que tienen constantes de equilibrio menores de 1 poseen valores 
positivos de AG°' y no pueden ocurrir en forma espontanea en 
condiciones estandar. En otras palabras, dada la reaction A + 
B ^ C + D, si la AG°' es negativa, la reaction se desplaza a la 
derecha cuando todos los reactivos y productos esten en con¬ 
centration 1.0 M a pH 7. Mientras mayor sea el valor negativo, 
la reaction precede mas hacia la derecha antes de alcanzar el 
equilibrio. En las mismas condiciones, si la AG°' es positiva, la 
reaction precede a la izquierda, esto es, se favorece la reaction 
inversa. La relation entre AG°' y fC se muestra en el cuadro 
3-2. 


Cambios de la energia libre en las reacciones metabo- 
licas Una de las reacciones quimicas mas importantes en la 
celula es la hidrolisis del ATP (fig. 3-5). En la reaction 

ATP + H 2 0 -> ADP + ^ 

la diferencia en la energia libre estandar entre los productos y 
los reactivos es -7.3 kcal/mol. Con base en esta information, 
es evidente que en condiciones estandar la hidrolisis del ATP es 
una reaction muy favorable (exergonica), que tiende hacia una 
proportion alta [ADP]/[ATP] (difosfato de adenosina) en equi¬ 
librio. Existen muchas razones por las que esta reaction es tan 
favorable, una de las cuales es evidente en la figura 3-5. La repul¬ 
sion electrostatica que crean cuatro cargas negativas cercanas en 
ATP' 1- se alivia en forma partial por la formation de ADP 3- . 

Es importante que la diferencia entre AG y A G°' se man- 
tenga clara en la mente. La AG°' es un valor fijo para una reac¬ 
tion determinada e indica la direction en la que procederia la 
reaction si el sistema esta en condiciones estandar. Como las 
condiciones estandar no existen dentro de una celula, los valores 
de AG°' no pueden usarse para predecir la direction en la que 


2 AG°' indica que las condiciones estandar incluyen pH 7, mientras que A (T se 
refiere a condiciones estandar en H + 1.0 M (pH 0.0). La designacion de fC^ tam- 
bien indica una mezcla de reaccion con pH 7. 


3 El lado derecho de esta ecuacion es equivalente a la cantidad de energia libre que se 

pierde conforme la reaccion procede de las condiciones estandar al equilibrio. 











3.1 BIOENERGETICA 91 


h 2 o 


0 0 0 

_ Iy Ip l« 

O-P-O-P-O-P-O- 
II II II 

0 0 0 


Trifosfato 



Adenina 

AG°‘ = -7.3 kcal/mol 
AG°' = +7.3 kcal/mol 
Ribosa 


0 0 
I I 

"0-P-0-P-0- 



C-H 


Difosfato de adenosina (ADP) 
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FIGURA 3-5 Hidrolisis del ATP. El trifosfato de adenosina (ATP) se hidro- 
liza como parte de muchos procesos bioquimicos. En la mayoria de las 
reacciones, como se muestra aqui, el ATP se hidroliza en ADP y fosfato 



Fosfato inorganico (P.) 

inorganico (Pj), pero en algunos casos (no se muestra) se hidroliza a AMP, 
un compuesto que solo tiene un grupo fosfato, y pirofosfato (PP ; ). Estas dos 
reacciones tienen la misma A G°' de —7.3 kcal/mol (—30.5 kj/mol). 


procede una reaccion particular en un momento determinado 
dentro de un compartimiento celular especifico. Para hacerlo es 
preciso conocer la AG, que se consigue a partir de las concentra- 
ciones de los reactivos y productos presentes en ese momento. 
A25°C 


AG 

AG 


AG 


AG°' + 2.303i?Tlog 


[C][D] 

[A][B] 


AG°' + 2.303(1.987 cal/mol • K)(298 K) 


log 


[C][D] 

[A][B] 


AG°' + (1.4 kcal/mol) log 


[C][D] 

[A][B] 


donde [A], [B], [C] y [D] son las concentraciones reales en el 
momento. El calculo de AG revela la direccion en la que pro¬ 
cede la reaccion en la celula y que tan cerca esta dicha reaccion 
del equilibrio. Por ejemplo, las concentraciones celulares tipicas 
de los reactivos y productos en la reaccion para la hidrolisis del 
ATP podrian ser [ATP] = 10 mM; [ADP] = 1 mM; [PJ = 10 
mM. Si se sustituyen estos valores en la ecuacion: 


AG = AG 0 ' + 2.303 AT log 


[ADP][PJ 

[ATP] 


AG = —7.3 kcal/mol + (1.4 kcal/mol) log 


[ 10 - 3 ][ 10 “ 2 ] 

[io- 2 ] 


AG = —7.3 kcal/mol + (1.4 kcal/mol)( —3) 
AG = —11.5 kcal/mol (o —46.2 kj/mol) 


Por lo tanto, aunque la AG°' para la hidrolisis del ATP es -7.3 
kcal/mol, la AG tipica en la celula para esta reaccion es cercana 
a -12 kcal/mol porque la celula mantiene un indice elevado de 
[ATP]/[ADP], 


En las celulas se hevan a cabo muchas reacciones con valo¬ 
res positivos de AG°' porque las concentraciones relativas de los 
reactivos y productos favorecen el proceso de las reacciones. Esto 
puede suceder de dos maneras. La primera ilustra la importante 
diferencia entre AG y A G°' y la segunda revela la forma en que 
las reacciones con valores positivos de A G°' pueden impulsarse 
en la celula por el ingreso de energia quimica almacenada. 

Considerese la reaccion de la glucolisis (vease fig. 3-24) en 
la que el fosfato de dihidroxiacetona se convierte en gliceral- 
dehido 3-fosfato. La A G°' para esta reaccion es +1.8 kcal/mol 
y aun asi en la celula se forma el producto de esta reaccion. La 
reaccion existe porque otras reacciones celulares mantienen la 
proporcion entre reactantes y el producto por arriba del definido 
en la constante de equilibrio. Siempre que exista esta condition, 
la AG es negativa y la reaccion continua en forma espontanea 
en el sentido de la formacion de gliceraldehido 3-fosfato. Esto 
muestra una caracteristica relevante del metabolismo celular: las 
reacciones especificas no pueden considerarse de forma inde- 
pendiente como si ocurrieran en el aislamiento de un tubo de 
ensayo. Cientos de reacciones suceden de manera simultanea 
en la celula. Todas estas reacciones se interrelacionan porque 
el producto de una se convierte en el sustrato de la siguiente 
en la secuencia y asi continua en toda una via metabolica y hacia 
la siguiente. Para mantener la production de gliceraldehido 
3-fosfato a expensas del fosfato de dihidroxiacetona, la reaccion 
se situa dentro de una via metabolica de tal forma que el pro¬ 
ducto se elimina por la siguiente reaccion en la secuencia a un 
ritmo lo bastante rapido para mantener una proporcion favora¬ 
ble en las concentraciones de estas dos moleculas. 

Union de reacciones endergonicas y exergonicas Las 

reacciones con valores positivos altos de AG" casi siempre se 
impulsan por el ingreso de energia. Considerese la formacion 
del aminoacido glutamina a partir de acido glutamico por action 
de la enzima sintetasa de glutamina: 

Acido glutamico + NH 3 —> 

glutamina AG°' = + 3.4 kcal/mol 
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Esta reaccion endergonica sucede en la celula porque el acido 
glutamico se convierte en realidad en glutamina en dos reaccio- 
nes en secuencia, ambas exergonicas: 

primera reaccion: acido glutamico + ATP —» 

fosfato de glutamilo + ADP 

segunda reaccion: fosfato de glutamilo + NH, —> 

glutamina + P j 

Reaccion total: acido glutamico + ATP + NH, —> 

glutamina + ADP + P ; 
A G°' = -3.9 kcal/mol 


Se dice que la formacion de glutamina se da cuando se une a la 
hidrolisis del ATP. Siempre que la AG para la hidrolisis del ATP 
sea mas negativa que lo positiva que es la AG para la sintesis de 
glutamina a partir de acido glutamico, la reaccion de hidrolisis 
del ATP “colina abajo” puede usarse para impulsar la sinte¬ 
sis “colina arriba” de la glutamina. Para unir las dos reacciones 
quimicas, el producto de la primera reaccion se convierte en el 
sustrato de la segunda. El puente entre ambas reacciones, el fos¬ 
fato de glutamilo en este caso, se llama intermediario comun. En 
esencia, lo que sucede es que la hidrolisis exergonica del ATP 
se produce en dos pasos. En el primer paso, el acido glutamico 
funciona como receptor del grupo fosfato, que se desplaza por el 
NH 3 en el segundo paso. 

La hidrolisis del ATP puede usarse en la celula para impul¬ 
sar reacciones que conducen a la formacion de moleculas como 
la glutamina, porque los valores del ATP se mantienen en nive- 
les mucho mas altos (en relacion con los del ADP) de lo que 
estarian en equilibrio. Esto puede demostrarse con el siguiente 
calculo. Como se menciono antes, la concentracion celular tipi- 
ca del P. seria 10 mM. Para calcular el indice de equilibrio de 
[ATP]/[*ADP] en estas condiciones se puede ajustar la AG en 
el valor de equilibrio de cero y resolver la ecuacion siguiente 
(tomada de la pagina 91) para [ADP]/[ATP]: 


[ADP][PJ 


A G = AG°' + (1.4 kcal/mol) log 
0 = —7.3 kcal/mol + (1.4 kcal/mol) log 


[ATP] 

[ADP][1CT 2 ] 


[ATP] 


0 = —7.3 kcal/mol + (1.4 kcal/mol)l log 10 2 + log 

+ 7.3 kcal/mol = (1.4 kcal/mol)(—2) + (1.4 kcal/mol) log 

[ADP] _ 10.1 kcal/mol 
° S [ATP] 1.4 kcal/mol “ 

[ADP] 


[ADP] \ 

[ATP]/ 

[ADP] 


[ATP] 


[ATP] 


= 1.6 X 10 7 


Por tanto, en equilibrio, se esperaria que la concentracion del 
ADP fuera mas de 10 7 veces la del ATP, pero de hecho las con- 
centraciones de ATP en la mayoria de las celulas son 10 a 100 
veces mayores a las del ADP. Este es un punto crucial, ya que 
son las concentraciones relativas de ATP y ADP lo que importa. 


©000©G)©O ©0©©©©©0 

Membrana Membrana 

GXE£X3GXSXEX3 

(a) 




Acido glutamico + NH 3 ^^- Glutamina 

Acido glutamico + ATP + NH 3 Glutamina + ADP + Pj 

(c) 



(e) 


FIGURA 3-6 Unas cuantas funciones de la hidrolisis del ATP. En la celula, 
el ATP puede usarse para: a) separar una carga a traves de una membrana; b ) 
concentrar un soluto particular dentro de la celula; c ) impulsar una reaccion 
qufmica desfavorable; d) deslizar filamentos unos sobre otros, como sucede 
durante el acortamiento de una celula muscular, y e ) donar un grupo fosfato 
a una proteina, con lo cual cambia sus propiedades e induce una respues- 
ta deseada. En este caso los grupos fosfato donados sirven como sitios de 
union para otras proteinas. 


Si una celula contuviera una mezcla equilibrada de ATP, ADP y 
P ; , no importaria cuanto ATP hubiera, la celula nunca tendria la 
capacidad para realizar trabajo. 

La hidrolisis del ATP se usa para impulsar la mayoria de los 
procesos endergonicos dentro de la celula, entre ellos las reaccio¬ 
nes quimicas como la que se acaba de describir, la separation de 
carga a traves de la membrana, la concentration de un soluto, el 
movimiento de los filamentos en una celula muscular y las pro¬ 
piedades de las proteinas (fig. 3-6). El ATP puede usarse para 
procesos tan diversos porque su grupo fosfato terminal puede 
transferirse a diversos tipos de moleculas, incluidos aminoaci- 
dos, azucares, lipidos y proteinas. En la mayoria de las reacciones 
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vinculadas, el grupo fosfato se transfiere en un paso inicial de 
ATP a uno de estos aceptores y luego se elimina en un segundo 
paso (vease la figura 4-45 como ejemplo). 

Equilibrio contra metabolismo en estado estable A medi- 
da que las reacciones tienden hacia el equilibrio, la energia libre 
disponible para hacer el trabajo disminuye hacia un minimo y 
la entropia aumenta hacia un maximo. Por lo tanto, mientras 
mas lejos se mantenga una reaction de este estado de equilibrio, 
mayor sera su capacidad para efectuar trabajo y aumentar su 
entropia. En esencia, el metabolismo celular es un metabolismo 
alejado del equilibrio; esto es, se caracteriza por indices fuera de 
equilibrio entre los reactivos y los productos. Esto no significa 
que algunas reacciones no ocurran en o cerca del equilibrio den- 
tro de las celulas. De hecho, muchas de las reacciones de una via 
metabolica pueden estar cerca del equilibrio (vease fig. 3-25). 
Sin embargo, por lo menos una y a menudo varias reacciones 
en una via estan lejos del equilibrio, lo que las hace irreversibles. 
Estas son las reacciones que mantienen el proceso de la via en 
un solo sentido. Tambien hay reacciones sujetas a la regulation 



FIGURA 3-7 Estado estable contra equilibrio. a) Siempre que esta ameba 
continue con la captacion de nutrimentos del mundo exterior, puede obte- 
ner la energia necesaria para mantener las concentraciones de compuestos en 
estado estable, lo cual esta muy lejos del equilibrio. Las concentraciones de 
ATP y ADP en el estado estable estan indicadas por los puntos de color y el 
histograma. b ) Cuando la ameba muere, las concentraciones de ATP y ADP 
(asi como de otros compuestos bioquimicos) cambian hacia sus indices de 
equilibrio. 


celular porque el flujo de materiales a traves de la via completa 
puede aumentarse o disminuirse en gran proportion mediante 
la estimulacion o inhibition de la actividad de enzimas que cata- 
lizan estas reacciones. 

Los principios basicos de la termodinamica se formularon 
con sistemas no vivos, cerrados (sin intercambio de materia entre 
el sistema y su ambiente) en condiciones de equilibrio reversi- 
bles. Las caracteristicas unicas del metabolismo celular requieren 
una perspectiva diferente. El metabolismo celular puede man- 
tenerse a si mismo en condiciones irreversibles de desequilibrio 
porque, a diferencia del ambiente dentro de un tubo de ensayo, 
la celula es un sistema abierto. Los materiales y la energia fluyen 
en forma continua hacia la celula desde la corriente sanguinea 
o el medio de cultivo. La magnitud de este ingreso a las celulas 
desde el exterior se vuelve aparente si tan solo se suspende la res¬ 
piration. Las personas dependen minuto a minuto de una fuente 
externa de oxigeno porque el oxigeno es un reactivo muy impor- 
tante en el metabolismo celular. El flujo continuo de oxigeno 
y otros materiales hacia dentro y fuera de las celulas permite 
la existencia del metabolismo celular en un estado estable (fig. 
3-7). En un estado estable, las concentraciones de los reactivos 
y productos permanecen relativamente constantes, aun cuando 
las reacciones individuales no siempre esten en equilibrio. Esto 
no equivale a sugerir que las concentraciones de metabolitos 
celulares no cambien. Las celulas son capaces de ajustar con- 
tinuamente la concentration de sustancias clave en respuesta a 
situaciones cambiantes. Por ejemplo, un ascenso o descenso de 
la concentration de sustancias reguladoras, como la hormona 
insulina, puede causar un enorme aumento o decremento en la 
production de azucares, aminoacidos o grasas. En otras pala- 
bras, las celulas existen en un estado de desequilibrio dindmico, 
en el cual las velocidades de las reacciones a la derecha y a la 
izquierda pueden aumentar o disminuir de manera instantanea 
en respuesta a condiciones cambiantes. 


REVISION 


1. Describa las diferencias entre la primera y la segunda 
leyes de la termodinamica y la forma en que, cuando se 
consideran juntas, pueden describir la direction de los 
fenomenos que ocurren en el universo. 

2. ^De que manera el mantenimiento del estado vivo 
ordenado es consistente con la segunda ley de la termo¬ 
dinamica? 

3. Describa dos ejemplos en los que disminuya la entropia 
de un sistema y dos ejemplos en los que aumente la 
entropia de un sistema. 

4. Explique las diferencias entre AG y AG"; entre las 
velocidades relativas de las reacciones directa e inversa 
cuando AG es negativa, cero o positiva. ^Cual es la rela¬ 
tion entre A G°' y A'^?, jcomo puede una celula llevar a 
cabo una reaction que tiene una A G°' positiva? 

5. ^Como es posible que una celula mantenga un indice 
[ATP]/[ADP] mayor de uno?, ^en que difiere esta pro¬ 
portion de la esperada en equilibrio? 

6. ^Como es que la formation del hielo no sucede a tem- 
peraturas inferiores a 0°C? 
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3.2 ENZIMAS CQMQ CATALIZADORES 
BI0L0GIC0S 

A1 final del siglo xix habia un feroz debate acerca de 
si el proceso de formation de etanol requeria o no la presencia 
de celulas intactas de levadura. En un lado del debate estaba el 
especialista en quimica organica Justus von Liebig, quien argu- 
mentaba que las reacciones de fermentation que producian el 
alcohol no eran distintas de otros tipos de reacciones organi- 
cas que se habian estudiado en el tubo de ensayo. En el otro 
lado estaba el biologo Louis Pasteur, que aducia que el proceso 
de fermentation solo podia ocurrir dentro de los confines de la 
celula intacta, viva y muy organizada. 

En 1897, dos anos despues de la muerte de Pasteur, Hans 
Buchner, un bacteriologo, y su hermano Eduard, un quimi- 
co, prepararon “jugo de levadura”, un extracto que obtuvieron 
al moler celulas de levaduras con granos de arena para luego 
tamizar la mezcla con papel filtro. Querian conservar el jugo de 
levaduras para usarlo mas tarde. Despues de mantener el extrac¬ 
to con antisepticos y fallar, intentaron proteger la preparation 
para que no se alterara mediante la adicion de azucar, el mismo 
procedimiento empleado para conservar mermeladas y jaleas. 
En lugar de conservar la solution, el jugo de levaduras produ- 
jo gas a partir del azucar y emitio burbujas en forma continua 
durante dias. Despues de mas analisis, Eduard descubrio que la 
fermentation producia alcohol y burbujas de dioxido de carbo- 
no. Buchner habia demostrado que la fermentation no requeria 
la presencia de celulas intactas. 

Sin embargo, pronto se descubrio que la fermentation 
era muy diferente a los tipos de reacciones que llevaban a cabo 
los expertos en quimica organica. La fermentation necesita- 
ba la presencia de un conjunto unico de catalizadores que no 
tenian contraparte en el mundo inanimado. Estos catalizadores 
se llamaron enzimas (de terminos griegos que significan “en 
levaduras”). Las enzimas son los mediadores del metabolismo, 
encargados de todas las reacciones que ocurren en una celula. 
Sin las enzimas, las reacciones metabolicas se producirian con 
tanta lentitud que serian imperceptibles. 

La primera evidencia de que las enzimas son proteinas la 
obtuvo James Sumner de la Cornell University en 1926, cuando 
cristalizo la enzima ureasa a partir de las semillas de Canavalia 
ensiformis e identified su composition. Aunque en ese momen- 
to este hallazgo no se recibio con mucho entusiasmo, pronto 
se demostro que varias enzimas mas son proteinas y en unos 
cuantos decenios se acepto que todos los catalizadores biologi- 
cos eran proteinas. Sin embargo, hace poco resulto evidente que 
los catalizadores de ciertas reacciones biologicas son moleculas 
de RNA (acido ribonucleico). En favor de la claridad, el termino 
“enzima” se reserva en general para los catalizadores proteicos, 
mientras que el termino “ribozima” se emplea para los cataliza¬ 
dores del RNA. La description de este capitulo se limita a los 
catalizadores proteicos; en el capitulo 11 se describen las propie- 
dades de los catalizadores del RNA. 

Aunque las enzimas son proteinas, muchas de ellas son 
proteinas conjugadas, esto es, contienen componentes no protei¬ 
cos llamados cofactores, que pueden ser inorganicos (metales) u 
organicos (coenzimas). Cuando estan presentes, los cofactores 
son participantes importantes en el funcionamiento de la enzi¬ 
ma y a menudo realizan actividades para las que los aminoacidos 


no son adecuados. Por ejemplo, como se describio en el capitulo 
previo, en la mioglobina el atomo de hierro de un grupo hemo 
es el sitio en el que se une y almacena el oxigeno hasta que se 
requiere en el metabolismo celular. 

Las propiedades de las enzimas 

Como sucede con todos los catalizadores, las enzimas tienen las 
siguientes propiedades: a) solo se precisan en pequenas canti- 
dades; b) no sufren cambios irreversibles durante la reaction, 
por lo que cada molecula de enzima puede participar de mane- 
ra repetida en reacciones individuates, y c) no tienen efecto en 
la termodinamica de la reaction. Este ultimo punto es muy 
importante. Las enzimas no aportan energia para una reaction 
quimica, por lo que no determinan si una reaction es favorable 
(exergonica) o desfavorable (endergonica) desde el punto de vis¬ 
ta termodinamico. De igual manera, las enzimas tampoco esta- 
blecen las proporciones entre productos y reactivos en equilibrio. 
Estas son propiedades inherentes de las sustancias quimicas que 
participan en reacciones. Como catalizadores, las enzimas solo 
pueden acelerar la velocidad a la que procede una reaction qui¬ 
mica favorable. 

No es necesario que haya una relation entre la magnitud de 
la AG para una reaction particular y la velocidad con la que se 
produce esa reaction. La magnitud de AG solo informa sobre la 
diferencia en la energia fibre entre el estado initial y el equilibrio. 
Mantiene una independencia total de la via o el tiempo que se 
requiere para alcanzar el equilibrio. Por ejemplo, la oxidation 
de la glucosa es un proceso muy favorable, como puede verse 
por la cantidad de energia liberada durante su combustion. Sin 
embargo, los cristales de glucosa pueden dejarse expuestos al 
aire ambiental por tiempo indefinido sin que se conviertan en 
materiales menos energeticos. En otras palabras, la glucosa es 
cinetkamente estable, aun cuando sea inestable en sentido termo- 
dindmico. Incluso si el azucar se disolviera, mientras la solution 
se mantenga esteril no se deteriora con rapidez. Empero, si se 
agregan unas cuantas bacterias, en poco tiempo las bacterias 
captarian el azucar y la degradarian por medios enzimaticos. 

Las enzimas son catalizadores muy eficientes. Los cataliza¬ 
dores que emplean los quimicos organicos en el laboratorio, como 
el acido, platino metalico y magnesio, casi siempre aceleran las 
reacciones 100 a 1 000 veces respecto de la velocidad sin cata- 
lizador. En cambio, por lo general las enzimas incrementan la 
velocidad de una reaction 10 8 a 10 13 veces (cuadro 3-3). Con 
base en estas cifras, las enzimas pueden hacer en un segundo lo 
que tardaria tres a 300 mil anos si no las hubiera. Un hecho aun 
mas notable es que realizan esta hazana a temperatura ambiente 
y en el pH del interior de la celula. Ademas, a diferencia de los 
catalizadores inorganicos que emplean los quimicos, las enzimas 
son muy especificas en relation con los reactivos a los que se 
unen y la reaction que catalizan. Los reactivos unidos con una 
enzima se llaman sustratos. Si, por ejemplo, la enzima hexoci- 
nasa esta presente en solution con un ciento de compuestos de 
bajo peso molecular ademas de su sustrato, la glucosa, la enzima 
solo reconoceria las moleculas de glucosa y realizaria la reaction. 
Para fines practicos, los otros compuestos podrian estar ausen- 
tes. Este tipo de especificidad, ya sea entre enzimas y sustratos u 
otros tipos de proteinas y las sustancias con las que se unen, es 
crucial para mantener el orden necesario para conservar la vida. 
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Cuadro 3-3. 


Actividad catalftica de diversas enzimas 


Enzima 

t ]/2 no enzimatico 1 

Numero de recambio 2 

Aumento de velocidad 3 

Descarboxilasa de OMP 

78 000 000 anos 

39 

1.4 xlO 17 

Nucleasa estafilococica 

130 000 anos 

95 

5.6 x 10 14 

Desaminasa de adenosina 

120 anos 

370 

2.1 xlO 12 

Nucleosidasa de AMP 

69 000 anos 

60 

6.0 x 10 12 

Desaminasa de citidina 

69 anos 

299 

1.2 xlO 12 

Fosfotriesterasa 

2.9 anos 

2 100 

2.8 xlO 11 

Carboxipeptidasa A 

7.3 anos 

578 

1.9 xlO 11 

Isomerasa de cetoesteroides 

7 semanas 

66 000 

3.9 xlO 11 

Isomerasa de triosafosfato 

1.9 dias 

4 300 

1.0 x 10 9 

Mutasa de corismato 

7.4 horas 

50 

1.9 xlO 6 

Anhidrasa carbonica 

5 segundos 

1 x 10 6 

7.7 xlO 6 

Ciclofilina humana 

23 segundos 

13 000 

4.6 x 10 5 


Fuente: A. Radzicka y R. Wolfenden, Science 267:91,1995. Copyright 1995, American Associationfor the Advancement of Science. 

1 El tiempo que pasaria para que la mitad de los reactivos se convirtiera en producto en ausencia de la enzima. 

2 El numero de reacciones catalizadas por una sola molecula de enzima por segundo cuando opera con concentraciones saturadas de sustrato. 

3 El aumento de la velocidad de reaction logrado por la catalisis de la enzima en comparacion con la reaction no catalizada. 


Ademas de su alto nivel de actividad y especificidad, las 
enzimas actuan como directoras del transito metabolico en el 
sentido de que las reacciones catalizadas por las enzimas son 
muy ordenadas, los unicos productos que se forman son los 
apropiados. Esto es muy importante porque la formation de 
productos quimicos intermedios afectaria muy pronto la vida de 
una celula fragil. Por ultimo, a diferencia de otros catalizadores, 
la actividad de las enzimas puede regularse para cubrir las nece- 
sidades particulares de la celula en un momento determinado. 
Como resulta evidente en este capitulo y el resto del libro, las 
enzimas de una celula constituyen en realidad una colection 
prodigiosa de maquinas moleculares en miniatura. 


Superacion de la barrera 
de la energfa de activation 

^Como es que las enzimas son capaces de realizar una catalisis 
tan efectiva? La primera pregunta a considerar es ^por que las 
reacciones favorables desde el punto de vista termodinamico no 
proceden por si mismas a una velocidad relativamente alta en 
ausencia de las enzimas? Incluso el ATP, cuya hidrolisis es tan 
favorable, permanece estable en la celula hasta que se degrada en 
una reaction enzimatica controlada. Si esto no fuera asi, el ATP 
seria de poca utilidad en la celula. 

Las transformaciones quimicas requieren la rotura de cier- 
tos enlaces covalentes dentro de los reac¬ 
tivos. Para que esto ocurra, los reactivos 
deben contener suficiente energia cinetica 
(energia en movimiento) para superar una 
barrera conocida como energia de activa- 
cion (£ a ). En la figura 3-8 se muestra en 
forma esquematica (la energia de activation 

FIGURA 3-8 Energia de activacion y reacciones 
enzimaticas. Aunque la formation de glucosa 6- 
fosfato es una reaction favorecida desde el punto 
de vista termodinamico (A G°' = —4 kcal/mol), los 
reactivos deben tener suficiente energia para alcan- 
zar un estado activado en el que puedan ocurrir los 
reajustes atomicos necesarios para que se produzca 
la reaction. La cantidad de energia necesaria se lla¬ 
ma energia de activacion (Z£^) y se representa por la 
altura de la curva. La energia de activacion no es un 
valor fijo, sino que varia con la via de la reaction par¬ 
ticular. La Ej^ disminuye en gran proportion cuando 
los reactivos se combinan con un catalizador enzi- 
matico. (Este diagrama muestra un mecanismo de 
reaction sencillo de un solo paso. Muchas reacciones 
enzimaticas ocurren en dos o mas pasos, lo que con¬ 
duce a la formation de intermediarios [como en la 
figura 3-13]. Cada paso de la reaction tiene una E A 
distinta y un estado de transition separado.) 
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se representa por la altura de las curvas). Los reactivos de una 
reaction qulmica se comparan a menudo con un objeto en repo- 
so en la cima de un acantilado, a punto de precipitarse al fondo. 
Si se deja intacto, lo mas probable es que el objeto permanez- 
ca ahi por tiempo indefinido. Sin embargo, si alguien pasara e 
infundiera al objeto la energia suficiente para veneer la friction u 
otra pequena barrera en su camino e hiciera que el objeto llegara 
al borde del acantilado, caeria en forma espontanea hasta el fon¬ 
do. El objeto tiene el potential para caer a un estado de menor 
energia una vez que se eliminan las barreras cineticas. 

En una solution a temperatura ambiente existen molecu- 
las en un estado de movimiento aleatorio, cada una con cierta 
cantidad de energia cinetica en un instante determinado. Entre 
una poblacion de moleculas, su energia se distribuye en una 
curva con forma de campana (fig. 3-9), algunas con muy poca 
energia y otras con mucha mas. Las moleculas con alta energia 
(moleculas activadas) permanecen como tales solo por un cor- 
to tiempo y liberan su exceso de energia a otras moleculas por 
la colision. Considerese una reaction en la que una molecula 
reactiva se divide en dos moleculas de producto. Si una determi- 
nada molecula reactiva adquiere suficiente energia para veneer 
la barrera de activation, existe la posibilidad de que se divida en 
dos moleculas de producto. La velocidad de la reaction depen- 
de del numero de moleculas reactivas que contienen la energia 
cinetica necesaria en cualquier momento especifico. Una manera 
de aumentar esta velocidad de reaction consiste en incrementar 
la energia de los reactivos. La forma mas facil de hacerlo en el 
laboratorio es mediante el calentamiento de la mezcla de reac¬ 
tion (fig. 3-9). En cambio, la aplicacion de calor a una reaction 
mediada por enzimas conduce a la desactivacion rapida de la 
enzima por desnaturalizacion. 
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FIGURA 3-9 El efecto del descenso de la energia de activacion en la velo¬ 
cidad de la reaccion. Las curvas con forma de campana indican el conte- 
nido de energia de una poblacion de moleculas presentes en una mezcla de 
reaccion con dos temperaturas diferentes. El numero de moleculas reactivas 
que contienen suficiente energia para presentar la reaccion aumenta con el 
calentamiento de la mezcla o la adicion de un catalizador enzimatico. El 
calor incrementa la velocidad de reaccion porque aumenta el contenido de 

energia de las moleculas, mientras que 

la enzima lo hace porque decrece 

la energia de activacion necesaria para que se produzca la reaccion. 


Cuando los reactivos estan en la cima de la cresta de ener¬ 
gia y listos para convertirse en productos, se dice que estan en 
estado de transicion (fig. 3-8). En este momento, los reactivos 
crearon ya un complejo activado efimero en el que se forman y 
rompen enlaces. Se puede ilustrar la naturaleza de una estructu- 
ra en estado de transition si se examina la interconversion de los 
estereoisomeros d y l de la prolina, una reaction catalizada por 
la enzima bacteriana racemasa de prolina. 



D-prolina 



Estado de 
transicion 



L-prolina 


Esta reaction precede en cualquiera de los sentidos mediante la 
perdida de un proton del carbono alfa de la molecula de prolina. 
Como resultado, la estructura en estado de transition contiene 
un carbanion de carga negativa en el que los tres enlaces que se 
forman con el atomo de carbono estan en el mismo piano. 

Al contrario de la diferencia en la energia fibre estandar para 
una reaction, la energia de activation necesaria para alcanzar 
el estado de transition no es un valor fijo, sino que varia con el 
mecanismo de reaction particular empleado. Las enzimas cata- 
lizan las reacciones mediante la reduction de la magnitud de la 
barrera de la energia de activation. Por consiguiente, a diferencia 
de la catalisis por calor, las enzimas hacen que sus sustratos esten 
muy reactivos sin que deban elevarse a niveles energeticos muy 
altos. La figura 3-9 muestra una comparacion entre el porcentaje 
de moleculas capaces de participar en una reaction catalizada 
por enzima y la reaction no catalizada. Las enzimas son capaces 
de disminuir la energia de activation al unirse con mas firmeza 
al estado de transition que los reactivos, lo cual estabiliza este 
complejo activado, con lo que disminuye su energia. La impor¬ 
tance del estado de transition puede demostrarse de muchas 
maneras. Por ejemplo: 

• Los compuestos que simulan el estado de transition de una 
reaction tienden a ser inhibidores muy efectivos de esa reac¬ 
tion porque pueden unirse con mucha firmeza a la region 
catalitica de la enzima. 

• En condiciones normales, los anticuerpos no se comportan 
como enzimas, sino que tan solo se unen con gran afinidad a 
las moleculas. No obstante, los anticuerpos que se unen con 
un compuesto que Simula el estado de transition para una 
reaction pueden actuar a menudo como enzimas y catalizar 
la degradation de ese compuesto. 

Conforme el estado de transition se convierte en productos, 
decrece la afinidad de la enzima por las moleculas unidas y se 
expulsan los productos. 

El sitio activo 

Como catalizadores, las enzimas aceleran los procesos de retu¬ 
rn y formation de enlaces. Para realizar esta tarea, las enzimas 
participan de manera intensa en las actividades que ocurren 
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FIGURA 3-10 Formation de un complejo enzima-sustrato. Representation 
esquematica de la reaction que cataliza la cinasa de piruvato (vease fig. 3-24) 
en la que dos sustratos, el fosfoenolpiruvato (PEP) y el ADP, se unen con 
la enzima para formar un complejo enzima-sustrato (E3), que conduce a la 
formation de los productos, ATP y piruvato. 


entre los reactantes. Esto lo hacen mediante la formation de un 
complejo con los reactivos, llamado complejo enzima-sustrato 
(ES). En la figura 3-14 se presenta la imagen de un complejo 
ES y se le ilustra esquematicamente en la figura 3-10. En la 
mayoria de los casos, la relation entre la enzima y el sustrato es 
no covalente, aunque se conocen muchos ejemplos en los que se 
forma un enlace covalente transitorio. 

La parte de la molecula enzimatica que participa de manera 
directa en la union con el sustrato se llama sitio activo. El sitio 
activo y el (los) sustrato(s) tienen formas complementarias, lo 
que les permite unirse con un alto grado de precision. La union 
del sustrato con la enzima se realiza por algunos tipos de inter- 
acciones no covalentes (enlaces ionicos, enlaces de hidrogeno, 
interacciones hidrofobas) que determinan la estructura de 
la proteina misma. Por ejemplo, la enzima que se muestra en la 
figura 3-11 a contiene varios residuos con carga positiva loca- 
lizados en sitios estrategicos para unirse con atomos de carga 
negativa del sustrato. Ademas de unirse con el sustrato, el sitio 
activo contiene una disposition particular de cadenas laterales de 
aminoacidos que influyen en el sustrato y disminuyen la energia 
de activation para la reaction. La importancia de las cadenas 
laterales individuales del sitio activo puede valorarse mediante 
mutagenesis dirigida a un sitio (pagina 73), una tecnica en la que 
un aminoacido particular se sustituye por otro con propiedades 
diferentes. 

Por lo general, el sitio activo esta sepultado en una hendi- 
dura o grieta que conduce del ambiente acuoso a las profundi- 


dades de la proteina. Cuando un sustrato entra a la hendidura 
del sitio activo, casi siempre libera sus moleculas de agua unidas 
(desolvation) y entra al ambiente hidrofobo dentro de la enzi¬ 
ma. La reactividad de las cadenas laterales del sitio activo puede 
ser mucho mayor en este ambiente protegido que en el solven- 
te acuoso de la celula. Los aminoacidos que conforman el sitio 
activo casi siempre se situan en puntos distantes a lo largo de la 
cadena polipeptidica extendida, pero se aproximan uno al otro 
cuando el polipeptido se pliega en su estructura terciaria final 
(fig. Z-\\b, c). La estructura del sitio activo no solo explica la 
actividad catalitica de la enzima, tambien su especificidad. Como 
se menciono antes, la mayoria de las enzimas son capaces de 
unirse solo con una o unas cuantas moleculas biologicas muy 
relacionadas. 


Mecanismos de catalisis enzimatica 

^Como es que una enzima puede hacer que una reaction ocurra 
cientos de veces por segundo cuando la misma reaction podria 
tener lugar con una velocidad imperceptible en ausencia de 
la enzima? La respuesta radica en la formation del complejo 
enzima-sustrato que posibilita que el sustrato se extraiga de la 
solution y se mantenga en la superficie de una gran molecula 
catalizadora. Una vez ahi, las propiedades fisicas y quimicas del 
sustrato pueden modificarse de varias maneras, algunas de las 
cuales se describen en las secciones siguientes. 

Orientation de sustrato Supongase que se coloca un punado 
de tuercas y tornillos en una bolsa y que luego esta se sacude 
durante cinco minutos. Es muy improbable que cualquiera de los 
tornillos tuviera una tuerca bien ajustada en su extremo cuando 
se terminara el movimiento. En cambio, si se sujeta un tornillo 
en una mano y una tuerca en la otra, podria guiarse con rapidez 
el tornillo para entrar en la tuerca. Cuando se sujetan el tornillo 
y la tuerca en la orientation correcta, decrece en grado notorio 
la entropia del sistema. Las enzimas reducen la entropia de sus 
sustratos en forma similar. 

Los sustratos unidos en la superficie de una enzima se 
aproximan mucho exactamente en la orientation correcta para 
producir la reaction (fig. 3-12 a). En cambio, cuando los reac¬ 
tantes se encuentran en solution, estan fibres para realizar movi- 
mientos de traslacion y rotation, e incluso los que tienen energia 
suficiente no siempre participan en una colision que de origen a 
la formation de un complejo en estado de transition. 

Cambio de la reactividad del sustrato Las enzimas estan 
formadas por aminoacidos que tienen diferentes tipos de cade¬ 
nas colaterales (grupos R), desde los que poseen cargas elevadas 
hasta los que son no polares. Cuando un sustrato se une con la 
superficie de una enzima, la distribution de electrones dentro de 
la molecula de sustrato recibe la influencia de las cadenas latera¬ 
les contiguas de la enzima (fig. 3-12^). Esta influencia aumen- 
ta la reactividad del sustrato y estabiliza el complejo en estado 
de transition que se forma durante la reaction. Estos efectos se 
producen sin ingreso de energia externa, como calor. 

Existen varios mecanismos generales por los que aumenta 
la reactividad de los sustratos por su vinculacion con las enzimas. 
En terminos sencillos, estos mecanismos son similares a los des- 



98 Capitulo 3 BIOENERGETICA, ENZIMAS Y METABOLISMO 



RuBP 


(a) 



FIGURA 3-11 Sitio activo de una enzima. a) Representacion esquematica del 
sitio activo de la enzima carboxilasa de difosfato de ribulosa que muestra 
los diversos sitios de interaction entre los sustratos unidos (RuBP y C0 2 ) y 
ciertas cadenas laterales de aminoacidos de la enzima. Ademas de determinar 
las propiedades de union con el sustrato del sitio activo, estas interacciones 
no covalentes alteran las propiedades del sustrato de tal forma que acelera 
su conversion en los productos. b ) Un mapa de densidad de electrones del 
sitio activo de una cinasa de timidina viral con el sustrato, desoxitimidina, 
mostrado en el centro del mapa {jlecha ). Los bordes de las rejillas dan una 
indication de los alcances externos de los orbitales electronicos de los atomos 
que constituyen el sustrato y las cadenas laterales de la enzima, lo que produce 
una representacion visual del espacio que ocupan los atomos del sitio activo. 
c) y d) Ejemplos del ajuste preciso que ocurre entre las partes de una enzima 
y el sustrato durante la catalisis. Estos dos ejemplos muestran la estrecha rela¬ 
tion espacial entre c un acido glutamico (amarillo) y d una histidina (verde) 
de la enzima isomerasa de triosafosfato y el sustrato (rojo). (A, Tomada de 
D. A. Harris, Bioenergetics at a Glance, p. 88, Blackwell, 1995; B , 

REIMPRESA CON AUTORIZACION DE D. G. BROWN, M. R. SANDERSON, ET 

al., Nature Str. Biol 2:878,1995; CyD, reimpresas con autorizacion 
de J. R. Knowles, Nature 350:122, 1991; ByD, copyright 1995,1991, 
Macmillan Magazines Limited.) 





FIGURA 3-12 Tres mecanismos por los cuales las enzimas aceleran 
las reacciones: a ) Mantienen la orientation precisa del sustrato. b ) 
Cambian la reactividad del sustrato mediante la alteration de su estructura 
electrostatica. c) Ejercen tension ffsica sobre los enlaces del sustrato que se 
van a romper. 
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critos por los quimicos organicos que estudian los mecanismos 
de las reacciones organicas en un tubo de ensayo. Por ejemplo, 
la velocidad de las reacciones puede modificarse de modo noto- 
rio con los cambios del pH. Aunque las enzimas no pueden 
cambiar el pH de su medio, contienen numerosos aminoacidos 
con cadenas laterales acidas o basicas. Estos grupos son capaces 
de donar o aceptar protones del sustrato, lo que produce una 
alteration en el caracter electrostatico del sustrato y lo vuelve 
mas reactivo. 

Los sitios activos de muchas enzimas contienen cadenas 
laterales con una carga positiva o negativa partial. Estos grupos 
son capaces de reaccionar con un sustrato para producir un enla¬ 
ce covalente temporal entre la enzima y el sustrato. La quimo- 
tripsina, una enzima que digiere las proteinas de los alimentos 
dentro del intestino delgado, actua de esta manera. La figura 
3-13 muestra la serie de reacciones que ocurren cuando la qui- 
motripsina hidroliza un enlace peptidico en una proteina sus¬ 
trato. Tres aminoacidos dentro del sitio activo de la enzima, una 
serina, una histidina y un acido aspartico, tienen un papel pro- 


FIGURA 3-13 Representation esquematica del mecanismo catalitico de la 
quimotripsina. La reaction se divide en dos pasos. a ) El atomo electrone- 
gativo de oxigeno de un residuo de serina (Ser 195) en la enzima, el cual 
tiene una carga negativa parcial, realiza un ataque nucleofflico sobre el ato¬ 
mo de carbono carbonilo del sustrato, que tiene una carga positiva parcial, lo 
cual separa el enlace peptidico. El sustrato polipeptidico se muestra en azul. 
La serina se vuelve mas reactiva por un residuo de histidina cercano (His 
57) que atrae al proton de la serina y luego dona el proton al atomo de nitro- 
geno del enlace peptidico separado. La histidina es capaz de hacerlo porque 
su cadena lateral es una base debil que puede ganar y perder un proton en 
el pH fisiologico. (Una base mas fuerte, como la lisina, permaneceria con 
todos sus protones en este pH.) Parte del sustrato forma un enlace covalente 
transitorio con la enzima mediante la cadena lateral de la serina, mientras se 
libera el resto del sustrato. (Puede notarse que los residuos de serina e histi¬ 
dina se situan a 138 aminoacidos de distancia en la secuencia primaria, pero 
se aproximan dentro de la enzima cuando se pliega el polipeptido. Un acido 
aspartico, el residuo 102, que no se muestra, tambien participa en la catalisis 
mediante la influencia en el estado ionico de la histidina.) b ) En el segun- 
do paso, el atomo electronegativo del oxigeno de una molecula de agua se 
desplaza de la enzima al sustrato unido mediante un enlace covalente, con 
lo que se regenera la molecula de enzima libre. Como en el primer paso, la 
histidina participa en la transferencia de protones; en este paso, el proton 
se elimina del agua, lo que la convierte en un nucleofilo mucho mas fuerte. 
Despues, el proton se dona al residuo de serina de la enzima. 


minente. En la figura 3-13 la reaction se divide en dos pasos. En 
el primero, el atomo de oxigeno con carga electrica negativa de 
la cadena lateral de la serina de la enzima “ataca” a un atomo 
de carbono del sustrato. Como resultado, se hidroliza el enlace 
peptidico del sustrato y se forma un enlace covalente entre la 
serina y el sustrato, lo que desplaza al resto del sustrato como 
uno de los productos. Como se explica en el pie de la figura, la 
capacidad de la serina para llevar a cabo esta reaction depende 
del residuo de histidina cercano, el cual atrae al proton del grupo 
hidroxilo de la serina, lo que aumenta la potencia nucleofilica 
del atomo de oxigeno del grupo. Las enzimas tambien utilizan 
moleculas de agua con frecuencia en las reacciones que catalizan. 
En el segundo paso que se muestra en la figura 3-13A el enlace 
covalente entre la enzima y el sustrato se divide por una molecu¬ 
la de agua, lo que devuelve a la enzima a su estado original libre y 
libera el resto del sustrato como el segundo producto. 

Aunque las cadenas laterales de los aminoacidos pueden 
participar en diversas reacciones, no son muy aptas para donar 
o aceptar electrones. Como se ve en la section siguiente (y con 
mas detahe en los capitulos 5 y 6), la transferencia de electrones 
es el fenomeno central de las reacciones de oxidation-reduction 
que tienen un papel vital en el metabolismo celular. Para cata- 
lizar estas reacciones, las enzimas contienen cofactores (iones 
metalicos o coenzimas) que aumentan la reactividad de los sus- 
tratos mediante la elimination o donation de electrones. 

Induction de tension en el sustrato Aunque el sitio acti¬ 
vo de una enzima puede ser complementario a su(s) sustrato(s), 
varios estudios revelan un cambio en las posiciones relativas de 
ciertos atomos de la enzima una vez que se une con el sustra¬ 
to. En muchos casos, la conformation cambia de tal forma que 
mejora el ajuste complementario entre la enzima y los reacti- 
vos (un ajuste inducido) y los grupos reactivos apropiados de 
la enzima se colocan en su sitio. En la figura 3-14 se muestra un 
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(a) 


FIGURA 3-14 Un ejemplo de ajuste inducido. Cuando una molecula de 
glucosa se une a la enzima hexocinasa, la protema sufre un cambio en su 



(b) 


conformation que rodea al sustrato dentro del saco activo. (Cortesia de 
Thomas A. Steitz.) 


ejemplo de este tipo de ajuste inducido. Estos tipos de movi- 
mientos dentro de una molecula de enzima constituyen un buen 
ejemplo de action de una proteina como maquina molecular. A 
medida que ocurren estos cambios conformacionales, se realiza 
trabajo mecanico, lo cual permite a la enzima ejercer una fuer- 
za fisica en determinados enlaces de una molecula de sustrato. 
Esto tiene el efecto de desestabilizar el sustrato, lo cual hace que 
adopte el estado de transition en que se libera la tension (fig. 
3-12c). 

Estudio de los cambios de la conformacion e intermediarios cataliti- 
cos Para comprender por completo el mecanismo por el cual 
una enzima cataliza una reaction particular, es necesario descri- 
bir los diversos cambios en la estructura atomica y electronica 
que ocurren durante la reaction en la enzima y el sustrato. En el 
capitulo anterior se describio como las tecnicas cristalograficas 
con rayos X pueden revelar detalles de la estructura de una mole¬ 
cula enzimatica grande. Puesto que 40 a 60% del volumen de un 
cristal proteico tipico consiste en solvente atrapado, la mayoria 
de las enzimas cristalizadas conserva un alto grado de actividad 
enzimatica. Por lo tanto, seria posible usar tecnicas de difraction 
de rayos X para estudiar los mecanismos de la reaction. Hay una 
limitation importante: el tiempo. En un estudio cristalografico 
estandar, los cristales de la enzima deben someterse a un haz de 
rayos X por un lapso de horas o dias mientras se reunen los datos 
necesarios. La imagen que se obtiene de estos estudios captura 
la estructura de la molecula promediada durante el tiempo. Sin 
embargo, las innovaciones recientes hicieron posible usar tecni¬ 
cas cristalograficas de rayos X para observar los cambios estruc- 
turales fugaces que tienen lugar en el sitio activo mientras una 
enzima cataliza un solo ciclo de reaction. Esta tecnica, llamada 
cristalografia en tiempo descompuesto, puede incluir algun aspecto 
siguiente: 

• Uso de haces de rayos X de ultraelevada intensidad genera- 
dos por un sincrotron, el cual es un instrumento empleado 


por los fisicos nucleares para estudiar las particulas subato- 
micas. Esto puede reducir el periodo de exposition a los 
rayos X a cuestion de unos picosegundos, que es la misma 
escala temporal requerida para que una enzima catalice una 
sola transformation quimica. 

• Enfriamiento de los cristales de enzima a temperaturas de 20 
a 40 grados del cero absoluto, lo cual disminuye la reaction 
en un factor de hasta 10 mil millones, lo que aumenta de 
forma sumamente notable la duration de los intermediarios 
transitorios. 

• Uso de tecnicas para desencadenar al mismo tiempo una 
reaction en todo el cristal para que todas las moleculas de 
enzima del cristal esten en la misma etapa de la reaction al 
mismo tiempo. Por ejemplo, en el caso de una reaction en 
la que el sustrato sea el ATP, los cristales de enzima pueden 
infiltrarse con las moleculas del ATP que no esten reactivas 
porque se unieron con un grupo inerte (p. ej.,un grupo nitro- 
fenilo) mediante un enlace fotosensible. Cuando los cristales 
se exponen a un pulso breve de luz, se liberan todas las mole¬ 
culas de ATP “enjauladas”, lo que inicia la reaction al mismo 
tiempo en los sitios activos de todo el cristal. 

• Uso de enzimas que tienen mutaciones dirigidas a un sitio 
(pagina 73) que imponen barreras cineticas en etapas especi- 
ficas de la reaction, lo que aumenta la vida de los intermedia¬ 
rios particulares. 

• Determination de la estructura con ultraalta resolution 
o atomica (p. ej., 0.8 A), que permite visualizar atomos de 
hidrogeno individuales que pudieran estar presentes en enla¬ 
ces de hidrogeno o vinculados con grupos acidos en la pro¬ 
teina; la presencia o ausencia de moleculas de agua unidas; 
la conformation precisa de cadenas laterales cataliticas, y la 
deformation sutil que se produce en algunas partes del sus¬ 
trato durante la catalisis. La notable claridad de estas image- 
nes de resolution de alta calidad se ilustra mediante el enlace 
de hidrogeno en la figura 3-15. 
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FIGURA 3-15 Mapa de densidad electronica de un enlace de hidrogeno 
individual (lfnea de puntos verdes). Este mapa muestra una porcion muy 
pequena de la enzima proteolftica subtilisina con resolution atomica (0.78 
A). Se observa que el atomo de hidrogeno (amarillo) es compartido por 
un atomo de nitrogeno del anillo de un residuo histidina y un atomo de 
oxigeno de un residuo acido aspartico. (Reimpresa con autorizacion 
de Peter Kuhn, et al., Biochemistry 37:13450, 1998, cortesia de 
Richard Bott; copyright 1998 American Chemical Society.) 


Al combinar estas tecnicas, los investigadores pudieron 
identificar la estructura tridimensional de una enzima en eta- 
pas sucesivas durante una sola reaction catalizada. Cuando estas 
“instantaneas” individuales se colocan en secuencia, producen 
una “pelicula” que muestra varios intermediaries cataliticos que 
aparecen y desaparecen a medida que avanza la reaction. La 
figura 3-16 muestra un ejemplo de los datos que pueden reco- 
lectarse con estas tecnicas. Se han obtenido resultados similares 
mediante simulaciones de la dinamica molecular del tipo que se 
ilustra en las figuras 2-37 y 4-36. 


Cinetica enzimatica 

Las enzimas varian bastante en cuanto a su capacidad para cata- 
lizar reacciones. La actividad catalitica de una enzima se revela 
mediante el estudio de su cinetica, es decir, la velocidad a la que 
cataliza una reaction en varias condiciones experimentales. En 
1913, Leonor Michaelis y Maud Menten notificaron la relation 
matematica entre la concentration de sustrato y la velocidad de 
las reacciones enzimaticas medida por la cantidad de produc- 
to formado (o sustrato consumido) en un tiempo determinado. 
Esta relation puede expresarse por una ecuacion (que se presenta 
en la pagina 103) que genera una hiperbola, como se muestra en 
la figura 3-17. En lugar de considerar los aspectos teoricos de la 
cinetica enzimatica, se puede obtener la misma curva en forma 
practica, como se hace para cada enzima estudiada. Para conocer 
la velocidad de una reaction, se ajusta una mezcla de incubation 
a la temperatura deseada que contenga todos los ingredientes 
necesarios, excepto uno, que inicia la reaction cuando se agrega. 
Si no hay producto en la mezcla al momento en que comienza 
la reaction, entonces la cantidad de producto que aparezea con 
el tiempo brinda una medida de la velocidad de reaction. Este 
procedimiento tiene factores que lo complican. Si el tiempo de 
incubation es demasiado, la concentration del sustrato se reduce 
de manera perceptible. Ademas, conforme aparece el producto, 
puede convertirse de nueva cuenta en sustrato por la reaction 
inversa, que tambien esta catalizada por la enzima. Lo ideal es 
tratar de conocer la velocidad initial, esto es, la velocidad en el 
instante cuando aun no se ha formado el producto. Para obtener 
valores precisos de la velocidad inicial de la reaction se emplean 
tanto periodos de incubation cortos como tecnicas de medicion 
sensibles. 

Para generar una curva como la que se muestra en la figura 
3-17, se determina la velocidad initial para una serie de mez- 
clas de incubation que contengan la misma cantidad de enzima, 
pero una concentration creciente de sustrato. A partir de esta 
curva resulta evidente que la velocidad de reaction initial varia 
de manera considerable segun sea la concentration de sustrato. 
Con concentraciones bajas de sustrato, las moleculas de enzima 
se someten a relativamente pocas colisiones con el sustrato en un 
tiempo establecido. Por consiguiente, la enzima tiene “tiempo 
ocioso”, es decir, las moleculas de sustrato limitan la velocidad. 
Con altas concentraciones de sustrato, las enzimas chocan con 
las moleculas de sustrato con mas rapidez de la que pueden con¬ 
vertirse en producto. Por lo tanto, cuando hay concentraciones 
altas de sustrato, las moleculas individuales de enzima trabajan 
a su maxima capacidad, esto es, las moleculas de enzima limitan 
la velocidad. En consecuencia, mientras mayor concentration de 
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Concentracion de sustrato [S] 

FIGURA 3-17 La relacion entre la velocidad de una reaction catalizada por 
una enzima y la concentracion de sustrato. Puesto que cada molecula de 
enzima solo es capaz de catalizar cierto numero de reacciones en un tiem- 
po determinado, la velocidad de la reaccion (casi siempre expresada como 
moles de producto formados por segundo) se aproxima a la velocidad maxi¬ 
ma a medida que aumenta la concentracion de sustrato. La concentracion 
de sustrato en la cual la reaccion alcanza la mitad de la velocidad maxima 
(V . /2) se conoce como constante de Michaelis o K^ n . 

' max ' M 


E3« 


FIGURA 3-16 Mioglobina: la pelicula. En este ejemplo de 


talografia con rayos X en tiempo determinado se identified la 
estructura de la mioglobina (Mb) con una molecula de CO unida con el 
grupo hemo y en varios momentos despues que se libero la molecula de CO. 
(El CO se une en el mismo sitio en Mb que el 0 2 , pero es mas adecuado 
para este tipo de estudios.) La liberacion de CO se indujo al mismo tiempo 
en todo el cristal mediante la exposicion a un destello de un haz de luz laser 
(fotolisis). Se reconocio cada una de las estructuras despues de un pulso 
intenso unico de rayos X de un sincrotron. La molecula de mioglobina en 
estudio tenia una sola sustitucion de aminoacido que la convertia en un 
mejor sujeto para el analisis. a) Un corte de 6.5 A de espesor a traves de 
una molecula de Mb muestra los cambios que ocurren en 100 picosegundos 
(1 pseg es la billonesima parte de un segundo) despues de la liberacion de 
CO de su sitio de union. La estructura de la Mb antes del destello laser se 
muestra en color magenta y la estructura de la proteina 100 pseg despues 
del destello laser se muestra en verde. Las partes de la molecula que no 
cambiaron de estructura en este periodo aparecen en bianco. Se pueden ver 
tres grandes desplazamientos cerca del sitio de union del CO (indicados por 
las flechas amarillas). b) Una vista aumentada de la region en el recuadro de 
la parte a). El CO liberado se situa a unos 2 A de su sitio de union original. 
El movimiento del CO se acomoda por la rotacion de Fen29, la cual empuja 
a His64 hacia fuera, la que a su vez desprende una molecula de agua. c ) A 
los 3.16 nanosegundos despues del destello laser, la molecula de CO migro 
a alguna de las dos posiciones mostradas (marcadas como 2 y 3), Fen29 e 
His64 se relajaron de regreso a sus estados iniciales y el grupo hemo sufrio 
un desplazamiento considerable, como lo indica la mayor cantidad de color 
verde en la region del hemo. 

(Reimpresa con autorizacion de Friedrich Schotte, et al., Science 
300:1946, 2003. Copyright © 2003, American Association for the 
Advancement of Science.) 


sustrato haya en la mezcla de reaccion, la enzima se aproxima al 
estado de saturation. La velocidad inicial en este punto de satu¬ 
ration teorico se conoce como velocidad maxima (V . ). 

La medida mas simple de la actividad catalitica de una 
enzima se obtiene de su numero de rotation, que puede cal¬ 
culate a partir de la V m &. El numero de rotation (o constante 
catalitica, k CM , como tambien se llama) es el numero maximo de 
moleculas de sustrato que puede convertirse en producto por 
una sola molecula de enzima por unidad de tiempo. Un numero 
de rotation (por segundo) de 1 a 10 3 es tipico para las enzi- 
mas, aunque se conocen valores hasta de 10° (para la anhidrasa 
carbonica) (vease cuadro 3-3). A partir de estos valores resulta 
aparente que relativamente pocas moleculas de enzima pueden 
convertir con rapidez un numero grande de moleculas de sus¬ 
trato en producto. 

El valor de V m & es solo un termino util que se obtiene de 
una grafica como la de la figura 3-17; otra es la constante 
de Michaelis (Xm), que es igual a la concentration del sustrato 
cuando la velocidad de reaction es la mitad de la V^. Como su 
nombre indica, la Km es la constante para una enzima determi- 
nada y por tanto independiente de la concentration de sustrato 
o enzima. La relation entre V m & y Ka se advierte mejor si se 
considera la ecuacion de Michaelis-Menten, que puede usarse 
para generar la grafica que se muestra en la figura 3-17. 


V = 


V ■ 


[S] 

[S] + k m 
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K m [S] 

FIGURA 3-18 Grafica de Lineweaver-Burk que muestra los reciprocos de 
la velocidad y la concentration del sustrato a partir de los cuales es facil 
calcular los valores de la V . v la K,,. 

max J M 


De acuerdo con la ecuacion, cuando la concentration del sustra¬ 
to [S] se establece en un valor equivalente a la Km, la velocidad 
de la reaction (V) se vuelve igual a V^/2, o bien a la mitad de 
la velocidad maxima. Por consiguiente, K M = [S] cuando V = 

^max/2- 

Para generar una curva hiperbolica como la que se muestra 
en la figura 3-17 y hacer un calculo preciso de los valores de 
Pmax y Km, deben trazarse un numero considerable de puntos. 
Se obtiene una description mas sencilla y exacta si se trazan 
reciprocos de la velocidad contra la concentration del sustrato, 
como lo formularon Hans Lineweaver y Dean Burk. A1 hacerlo, 
la hiperbola se convierte en linea recta (fig. 3-18), con una inter¬ 
section en x igual a -1 /K M ; la intersection de y es igual a 1/V mix , 
siendo la pendiente igual a K M /V m i x . Por lo tanto, los valores de 
K M y Pmax son faciles de obtener mediante la extrapolation de la 
linea trazada a partir de relativamente pocos puntos. 

En la mayoria de los casos, el valor de Km proporciona una 
medida de la afinidad de la enzima por el sustrato. Mientras 
mayor sea esta constante, es mas alta la concentration de sus¬ 
trato que se requiere para alcanzar la mitad de la V m & y, por 
consiguiente, es menor la afinidad de la enzima por ese sustrato. 
La A,, de la mayoria de las enzimas esta entre 10 -1 y 10 -7 , con 
un valor tipico alrededor de 10 -4 . Otros factores que influyen de 
modo notorio en la cinetica de las enzimas son el pH y la tem- 
peratura del medio de incubation. Cada enzima tiene un pH y 
temperatura optimos en los que alcanza su mayor actividad (fig. 
3-19). La influencia de la temperatura en la actividad enzimatica 
es ilustrada por el notable efecto provocado por la refrigeration, 
el cual desacelera la proliferation de los microorganismos. 

Inhibidores enzimaticos Los inhibidores enzimaticos son 

moleculas que pueden unirse con una enzima y disminuir su 
actividad. La celula depende de inhibidores para regular la acti¬ 
vidad de muchas de sus enzimas; los especialistas en bioquimica 
emplean inhibidores para estudiar las propiedades de las enzi- 



pH Temperatura de reaccion, °C 

(a) (b) 

FIGURA 3-19 Dependencia de la velocidad de una reaccion catalizada por 
enzima del pH a) y la temperatura b). La forma de las curvas y el pH y 
temperatura optimos varian segun sea la reaccion particular, a) Los cambios 
del pH afectan las propiedades ionicas del sustrato y la enzima, asi como la 
conformation de la enzima. b ) Con temperaturas mas bajas, la velocidad de 
reaccion se eleva con el aumento de la temperatura por el incremento 
de energfa en los reactivos. Con temperaturas mas altas, este efecto positivo 
se contrarresta por la desnaturalizacion de la enzima. (A , Tomada de E. 
A, Moelwyn-Hughes, en: The enzymes, J. B. Sumner y K. Myrback 
(eds), vol. 1. Academic Press, 1950. B , Tomada de K. Hayashi et al., J 
Biochem 64:93,1968.) 


mas y muchas companias bioquimicas producen inhibidores 
enzimaticos que actuan como farmacos, antibioticos o pestici- 
das. Los inhibidores enzimaticos pueden dividirse en dos tipos: 
reversibles o irreversibles. A su vez, los inhibidores reversibles 
pueden considerarse competitivos o no competitivos. 

Los inhibidores irreversibles son los que se unen con gran 
firmeza a una enzima, a menudo mediante la formation de un 
enlace covalente con alguno de sus residuos de aminoacidos. 
Varios gases nerviosos, como el diisopropilfosfofluoridato y los 
pesticidas organofosforados, actuan como inhibidores irrever¬ 
sibles de la acetilcolinesterasa, una enzima que tiene un papel 
crucial en la destruction de la acetilcolina, el neurotransmisor 
encargado de producir la contraction muscular. Con la inhibi¬ 
tion de la enzima, el musculo se estimula en forma continua y 
permanece en estado de contraction constante. Como se descri¬ 
be en la section Perspectiva humana, la penicilina actua como 
inhibidor irreversible de una enzima clave para la formation de 
la pared celular bacteriana. 

Por otro lado, los inhibidores reversibles solo se unen en 
forma debil con la enzima, por lo que son faciles de desplazar. 
Los inhibidores competitivos son inhibidores reversibles que 
compiten con un sustrato por el acceso al sitio activo de una 
enzima. Como los sustratos tienen una estructura complemen- 
taria con el sitio activo al cual se unen, los inhibidores compe¬ 
titivos deben parecerse al sustrato para competir por el mismo 
sitio de union, pero difieren de tal manera que les impide trans- 
formarse en el producto (fig. 3-20). El analisis de los tipos de 
moleculas que pueden competir con el sustrato por un sitio 
de union en la enzima proporciona information sobre la estruc¬ 
tura del sitio activo y la naturaleza de la interaction entre el 
sustrato natural y su enzima. 
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La inhibicion enzimatica competitiva es la base de la activi- 
dad de multiples farmacos de uso frecuente, como se ilustra con 
el siguiente ejemplo. La enzima convertidora de angiotensina 
(ECA) es una enzima proteolitica que actua sobre un peptido de 
10 residuos (angiotensina I) para producir un peptido de ocho 
residuos (angiotensina II). El nivel alto de angiotensina II es un 
factor de riesgo mayor para la elevation de la presion sanguinea 
(, hipertension). En el decenio de 1960, John Vane y colaboradores 
de Eli Lilly Company empezaron a investigar en busca de com- 
puestos que pudieran inhibir la ECA. Estudios previos habian 
mostrado que el veneno de un crotalo de Brasil contenia inhi- 
bidores de enzimas proteoliticas y se encontro que uno de los 
componentes de este veneno, un peptido llamado teprotido 
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Teprotido (el enlace peptidico se marca en rojo) 


era un inhibidor competitivo potente de la ECA. Aunque el 
teprotido redujo la presion sanguinea en pacientes hiperten- 
sos, no resulto muy util como medicamento porque tenia una 
estructura peptidica y, por tanto, se degradaba con rapidez si se 
consumia por via oral. Los esfuerzos posteriores para desarrollar 
inhibidores no peptidicos de la enzima llevaron a los investiga- 
dores a sintetizar un compuesto llamado captoprilo, 



Complejo enzima-inhibidor 
(sitio activo bloqueado) 


FIGURA 3-20 Inhibicion competitiva. Debido a su similitud molecular, los 
inhibidores competitivos pueden competir con el sustrato por un sitio de 
union en la enzima. El efecto de un inhibidor competitivo depende de las 
concentraciones relativas del inhibidor y el sustrato. 
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Captoprilo 

que se convirtio en el primer antihipertensivo util que actuaba 
mediante la union con la enzima convertidora de angiotensina. 

La efectividad de un inhibidor competitivo depende de su 
afinidad relativa por la enzima. A1 margen de lo anterior, la inhi¬ 
bition competitiva puede superarse si el indice sustrato/inhi- 
bidor es lo bastante grande. En otras palabras, si el numero de 
colisiones entre la enzima y el inhibidor se vuelve insignificante 
en relation con las colisiones entre la enzima y su sustrato, el 
efecto del inhibidor se vuelve minimo. Dada una concentration 
suficiente de sustrato, aun es posible alcanzar en teoria la velo- 
cidad maxima de la enzima en presencia del inhibidor compe¬ 
titivo. 

En la inhibition no competitiva, el sustrato y el inhibi¬ 
dor no compiten por el mismo sitio de union; por lo general, el 
inhibidor actua en un sitio distinto al punto activo de la enzi¬ 
ma. El nivel de inhibition depende solo de la concentration del 
inhibidor y el aumento de la concentration de sustrato no puede 
vencerlo. Dado que en la presencia de un inhibidor no competi¬ 
tivo una determinada fraction de las moleculas de enzima per- 


manece inactiva en un instante particular, no puede alcanzarse 
la velocidad maxima de la poblacion de moleculas enzimaticas. 
Los efectos en la cinetica enzimatica en presencia de inhibidores 
competitivos y no competitivos se muestra en la figura 3-21. 
En un caso, la V m & disminuye y en el otro la ATm aumenta. En 
ambos tipos, la pendiente (AJvi/Emax) se incrementa en relation 
con la reaction no inhibida. Como se describe en la pagina 115, 
las celulas utilizan una version de inhibition no competitiva para 
regular la actividad de enzimas clave de las vias metabolicas. 


REVISION 


1. ,;C6mo es posible tener una reaction caracterizada por 
una A G grande y una E A pequena?, ^y con una E A gran¬ 
de y una AG pequena? 

2. Explique como las enzimas pueden ser tan especificas 
en relation con los sustratos con los que se unen. 

3. Examine la figura 3-13 que ilustra los pasos de una 
reaction catalizada por enzimas y describa que ocurre 
sin leer el pie de la figura o el texto correspondiente. 

4. Distinga entre el numero de rotation y la V m ix_. 
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(a) 



FIGURA 3-21 Los efectos de los inhibidores en la cinetica enzimatica. El concentration del sustrato a) o como su reciproco b). El inhibidor no com- 

efecto de los inhibidores competitivos y no competitivos se observa cuando petitivo disminuye la V mjx sin afectar la K u , mientras que el competitivo 

la cinetica de la reaccion se grafica como la velocidad de la reaction contra la aumenta la K M sin afectar la V mjtx . 



PERSPECTIVA HUMANA 


El problema creciente de la resistencia a los antibioticos 


No hace mucho tiempo se creia que la salud humana ya no se veria 
amenazada por infecciones bacterianas graves. Las enfermedades bac- 
terianas como tuberculosis, neumonia, gonorrea y docenas de padeci- 
mientos mas se curaban con la administration de cualesquiera de los 
multiples antibioticos, compuestos que destruyen bacterias en forma 
selectiva sin danar al hospedador humano en el que crecen. Esta situa¬ 
tion ha cambiado de modo impresionante en el ultimo par de deca- 
das, a medida que las bacterias patogenas se han hecho cada vez mas 
resistentes a estos “medicamentos maravillosos”, lo que ha causado la 
muerte de muchas personas que en otro tiempo pudieron haber sido 
tratadas con exito. Para empeorar las cosas, la industria farmaceutica ha 
reducido drasticamente los recursos destinados al desarrollo de nuevos 
antibioticos. Este cambio de acciones por parte de dicha industria suele 
atribuirse a a) falta de incentivos economicos: los antibioticos solo se 
usan por periodos breves (a diferencia de los farmacos que se prescri- 
ben para afecciones cronicas como diabetes o depresion); b) los nuevos 
antibioticos corren el riesgo de tener un tiempo de vida en el mercado 
relativamente corto, ya que las bacterias se hacen resistentes a cada 
producto sucesivo, y c) se evita el uso generalizado de los antibioticos 
mas eficaces, y en cambio se les reserva como ultimo recurso cuando 
otros farmacos han fallado. Se han analizado ampliamente ideas para la 
creation de instituciones no lucrativas dedicadas al desarrollo de nue¬ 
vos antibioticos. 

Aqui se presenta brevemente el mecanismo de action de los anti¬ 
bioticos, en particular los que se dirigen contra enzimas, tema de este 
capitulo, y el desarrollo de la resistencia bacteriana. La mayoria de los 
antibioticos son productos naturales producidos por microorganismos 
para destruir a otros microorganismos. Varios tipos de blancos en las 
celulas bacterianas han resultado mas vulnerables. Entre ellos se inclu- 
yen los siguientes: 


1. Enzimas participantes en la sintesis de la pared bacteriana. La peni- 
cilina y sus derivados son analogos estructurales de los sustratos de un 
grupo de transpeptidasas que catalizan las reacciones finales de enlaces 
cruzados que confieren la rigidez a la pared celular. Si estas reacciones 
no ocurren, no se desarrollara una pared celular rigida. La penicilina es 
un inhibidor irreversible de las transpeptidasas; el antibiotico se adapta 
al sitio activo de estas enzimas y forma un complejo de enlace covalente 
que no puede desplazarse. El antibiotico vancomicina (que al principio 
derivo de un microorganismo que vive en muestras de tierra tomadas 
de Borneo) inhibe la transpeptidacion porque se une con el sustrato de 
la transpeptidasa, no con la enzima misma. En condiciones normales, 
el sustrato de la transpeptidasa termina en un dipeptido D-alanina-D- 
alanina. Para volverse resistente a la vancomicina, una celula bacteriana 
debe sintetizar un termino alternativo que no se una con el farmaco, 
lo cual es un proceso alternativo que requiere la adquisicion de muchas 
actividades enzimaticas nuevas. Como resultado, la vancomicina es el 
antibiotico al cual las bacterias han sido menos capaces de desarro- 
llar resistencia, por lo que casi siempre se emplea como ultimo recurso 
cuando fallan otros antimicrobianos. Por desgracia, en los ultimos anos 
han surgido cepas de varias bacterias patogenas resistentes a la vanco¬ 
micina, entre ellas Staphylococcus aureus. Esta ultima es un habitante 
comun de la superficie del cuerpo humano. Aunque suele ser relativa¬ 
mente inofensiva, es la causa mas frecuente de infecciones potencial- 
mente letales en personas hospitalizadas que se recuperan de cirugia 
o tienen alguna deficiencia del sistema inmunitario. Durante anos, las 
cepas de S. aureus resistente a meticilina (MRSA) han causado estragos 
en pabellones de hospitales, al causar la muerte de decenas de miles de 
pacientes. En muchos casos, la vancomicina es el unico farmaco capaz 
de detener estas infecciones. En consecuencia, fue alarmante descubrir 
que MRSA puede hacerse resistente a la vancomicina al adquirir un 
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grupo de genes de resistencia a vancomicina de otras bacterias ( E.fae- 
cium ), que tambien es una causa comun de infecciones nosocomiales. 
Hasta la fecha, no hay informes de que MRSA resistente a vancomici¬ 
na haya logrado poner un pie en un hospital o ambiente comunitario, 
pero tal vez solo sea cuestion de tiempo. Por ello, los especialistas en 
enfermedades infecciosas han urgido a los hospitales a instituir mejores 
programas de higiene, los cuales tienen probada eficacia para reducir la 
incidencia de infecciones letales. 

2. Componentes del sistema por el cual las bacterias duplican, transcriben 
y traducen su information genetica. Aunque las celulas procariotas y 
eucariotas tienen un sistema similar para almacenar y utilizar la infor¬ 
mation genetica, existen muchas diferencias basicas entre los dos tipos 
de celulas que los farmacologos pueden aprovechar. Por ejemplo, la 
estreptomicina y las tetraciclinas se unen con los ribosomas procario¬ 
tas, pero no con los ribosomas eucariotas. Las quinolonas, que son un 
raro ejemplo de los antibioticos del todo sinteticos (no se basan en 
productos naturales), inhiben a la enzima girasa del DNA, necesaria 
para la replication bacteriana del DNA. La quinolona prescrita con 
mayor frecuencia es la ciprofloxacina (fig. 1). 

Casi todos los antibioticos nuevos son derivados de compuestos 
ya existentes, los cuales se han sometido a modification quimica en 
el laboratorio. Los nuevos compuestos suelen elegirse por uno de dos 
metodos. El compuesto se prueba en cuanto a su capacidad de unirse 
a una proteina bianco especifica (que se ha purificado de celulas bac- 
terianas) e inhibirla, y se investiga su capacidad de destruir celulas 
bacterianas en cultivo o en un animal de laboratorio. Resulta notable 
que desde 1963 solo se hayan desarrollado dos nuevas clases de anti¬ 
bioticos. Una de estas clases incluye la linezolida, que actua de manera 
especifica en los ribosomas bacterianos e interfiere la sintesis de protei- 
nas. La linezolida se lanzo al mercado en 2000; en el transcurso del ano 
siguiente aparecio el primer informe de resistencia a la linezolida en S. 
aureus. La otra clase nueva de antibioticos, que incluye la daptomicina, 
salio al mercado en 2003. Se trata de lipopeptidos ciclicos que alteran 
el funcionamiento de la membrana bacteriana. Muchos investigadores 


esperan que linezolida y daptomicina se utilicen solo ocasionalmente, a 
fin de minimizar la resistencia a ellas. 

3. Enzimas que catalizan reacciones metabolicas especificas de bacterias. 
Por ejemplo, las sulfas son antibioticos efectivos porque se parecen 
mucho al compuesto acido y)-aminobenzoico (PABA): 

H 2 N —' C~y~ COOH H 2 N —(T)— S0 2 — NH — R 

PABA Sulfas 

las bacterias lo convierten por medios enzimaticos en la coenzima 
esencial acido folico. Debido a que los seres humanos carecen de una 
enzima que sintetice acido folico, deben obtener esta coenzima esen¬ 
cial de la dieta y, como consecuencia, las sulfas no tienen efecto en el 
metabolismo humano. 

Las bacterias se tornan resistentes a los antibioticos a traves de 
diversos mecanismos, muchos de los cuales pueden ilustrarse con la 
penicilina. La penicilina es un lactamico beta, es decir, que contiene 
un anillo lactamico beta caracteristico de cuatro elementos (mostrado 
en color). 
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FIGURA 1 Una escena de la investigation del carbunco en 2001. Las perso¬ 
nas expuestas a las esporas de carbunco enviadas por el correo fueron trata- 
das exitosamente con ciprofloxacina. (Tomada de Roberto Borea/AP.) 


Ya desde 1940, los investigadores descubrieron que ciertas bacterias 
tienen una enzima llamada lactamasa beta (o penicilinasa) que puede 
abrir el anillo lactamico, lo que hace que el compuesto sea inocuo para 
la bacteria. Al momento en que la penicilina se introdujo como anti- 
biotico durante la Segunda Guerra Mundial, ninguna de las bacterias 
que causaban las principales enfermedades tenia un gen para producir 
lactamasa beta. Esto puede verificarse si se examina el DNA de las bac¬ 
terias descendientes de cultivos de laboratorio que se iniciaron en la era 
anterior a los antibioticos. Hoy en dia, el gen para la lactamasa beta esta 
presente en una gran variedad de bacterias infecciosas y la production 
de lactamasa beta en estas celulas es la principal causa de la resistencia 
a la penicilina. <;C6mo es que estas especies adquirieron el gen? 

La ocurrencia difundida del gen para la lactamasa beta muestra 
con que facilidad los genes pueden diseminarse de una bacteria a otra, 
no solo entre las celulas de una especie determinada, sino entre las 
especies. Esto puede suceder de varias maneras: a) conjugation (que 
se muestra en la figura 1-13), en la que el DNA pasa de una celula 
bacteriana a otra; b) transduction, en la que un gen bacteriano se tras- 
lada de una celula a otra por un virus, y c) transformation, en la que la 
celula bacteriana es capaz de captar DNA desnudo de su ambiente. Los 
farmacologos intentaron contrarrestar la diseminacion de la lactamasa 
beta mediante la sintesis de derivados de la penicilina (p. ej., cefuroxi- 
ma) que son mas resistentes a la enzima hidrolitica. Como era de espe- 
rar, la selection natural pronto conduce a la evolution de bacterias cuya 
lactamasa beta puede dividir las nuevas formas del antibiotico. 

No todas las bacterias resistentes a la penicilina adquirieron un 
gen para lactamasa beta. Algunas son resistentes porque tienen modi- 






3.3 METABOLISMO 


107 


ficaciones en su pared celular que bloquea la entrada del antibiotico; 
otras son resistentes porque pueden exportar en forma selectiva el anti¬ 
biotico una vez que ingreso a la celula; otras mas son resistentes porque 
tienen transpeptidasas modificadas que no se unen con el antibiotico. 
Por ejemplo, la meningitis bacteriana se debe a la bacteria Neisseria 
meningitidis, que aun se debe mostrar evidencia de que adquirio la lac- 
tamasa beta. Sin embargo, esta bacteria comienza a tornarse resistente 
a la penicilina porque sus transpeptidasas han perdido la afinidad por 
los antibioticos. 

El problema de la resistencia a los antibioticos no se limita a las 
enfermedades bacterianas, sino que tambien se convirtio en un proble¬ 
ma importante en el tratamiento del sida. A diferencia de las bacterias, 
cuyas enzimas para replication del DNA operan con una precision 
muy alta, la enzima replicadora del virus del sida (VIH), llamada trans- 
criptasa inversa, comete un gran numero de errores, lo que da origen a 
un alto indice de mutaciones. Este alto indice de errores (casi un error 


por cada 10 000 bases duplicadas), combinado con la gran velocidad 
de production viral (> 10 8 particulas virales producidas en una per¬ 
sona cada dia), eleva en gran proportion la probabilidad de que surjan 
variantes resistentes a los farmacos en una persona conforme progresa 
la infection. Este problema se combate en dos formas: 

■ Se administran varios farmacos enfocados en distintas enzimas 
virales. Esto disminuye bastante la probabilidad de que aparezca 
una variante resistente a todos los farmacos. 

■ Mediante el diseno de farmacos que interactuen con las porciones 
mas conservadas de cada enzima bianco, esto es, las porciones en 
las que las mutaciones tienen mayor probabilidad de producir una 
enzima defectuosa. Este punto subraya la importancia del conoci- 
miento de la estructura y funcion de la enzima bianco y la manera 
en que los farmacos potentiates interactuan con ese bianco. 


3.3 TABQLISMQ _ 

El metabolismo es el cumulo de reacciones bioqulmicas 
que ocurren dentro de una celula y que incluyen una tremen- 
da diversidad de conversiones moleculares. La mayorla de estas 
reacciones puede agruparse en vias metabolicas que contienen 
una secuencia de reacciones quimicas en las que una enzima 
especifica cataliza cada reaction y el producto de una reaction 
es el sustrato de la siguiente. Las enzimas que constituyen una 
via metabolica casi siempre se conectan con una region especi- 
fica de la celula, como la mitocondria o el citosol. Cada vez hay 
mas evidencia que sugiere que las enzimas de una via metabolica 
tienen con frecuencia vinculos fisicos entre ellas, un rasgo que 
permite que el producto de una enzima se entregue de manera 
directa como sustrato en el sitio activo de la siguiente enzima en 
la secuencia de reacciones. 

Los compuestos formados en cada paso a lo largo de la via 
son intermediaries metabolicos (o metabolitos) que al final con- 
ducen a la formation de un producto terminal. Los productos 
terminales son moleculas con un papel particular en la celula, 
como un aminoacido que puede incorporarse en un polipeptido 
o un azucar que puede consumirse por su contenido energe- 
tico. Las vias metabolicas de una celula estan interconectadas 
en varios puntos, por lo que el compuesto que se genera en una 
via puede enviarse en varias direcciones, segun sean los requeri- 
mientos de la celula en ese momento. Esta section se enfoca en 
los aspectos del metabolismo que conducen a la transferencia y 
utilization de la energia quimica dentro de la celula, ya que este 
tema se trata en todo el libro. 

Una revision del metabolismo 

Las vias metabolicas pueden dividirse en dos grandes tipos. Las 
vias catabolicas se encargan de degradar moleculas complejas 
para formar productos mas sencillos. Las vias catabolicas tienen 


dos funciones: obtener materias primas disponibles, a partir de 
las cuales puedan sintetizarse otras moleculas, y proporcionar 
la energia quimica necesaria para las multiples actividades de 
una celula. Como se describe con detalle, la energia liberada en 
las vias catabolicas se almacena por un tiempo en dos formas: 
como fosfatos de alta energia (sobre todo ATP) y como electro- 
nes de alta energia (sobre todo NADPH). Las vias anabolicas 
conducen a la sintesis de compuestos mas complejos a partir de 
materiales iniciales mas simples. Las vias anabolicas requieren 
energia y usan la energia quimica liberada por las vias cataboli¬ 
cas exergonicas. 

La figura 3-22 muestra un perfil muy simplificado de 
las maneras en que las principales vias anabolicas y cataboli¬ 
cas se interconectan. Primero se desensamblan (hidrolizan) las 
macromoleculas en los bloques de construction que las com- 
ponen (etapa I, figura 3-22). Una vez que las macromoleculas 
se hidrolizaron en sus componentes (aminoacidos, azucares y 
acidos grasos), la celula puede utilizar de nueva cuenta los blo¬ 
ques de construction: a) para formar otras macromoleculas de la 
misma clase (etapa I), b) convertirlas en compuestos diferentes 
para sintetizar otros productos o c) degradarlas mas (etapas II 
y III, figura 3-22) para extraer una medida de su contenido de 
energia fibre. 

Las vias para la degradation de los diversos bloques de 
construction de las macromoleculas varian de acuerdo con 
el compuesto particular que se degrade. Sin embargo, al final 
todas estas moleculas se convierten en una pequena variedad 
de compuestos que pueden metabolizarse de manera similar. 
Asi, aunque las sustancias comiencen como macromoleculas 
con estructura muy diferente, en las vias catabolicas se transfor- 
man en los mismos metabolitos de bajo peso molecular. Por esta 
razon se dice que las vias catabolicas son convergentes. 

Un hecho notable es que las reacciones quimicas y las vias 
metabolicas descritas en este capitulo se encuentran en todas 
las celulas vivas, desde la bacteria mas sencilla hasta la planta o 
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FIGURA 3-22 Tres etapas del metabolismo. Las vfas catabolicas (flechas 
verdes hacia abajo) convergen para formar los metabolitos comunes y con- 
ducen a la sfntesis de ATP en la etapa III. Las vfas anabolicas (flechas azu- 
les hacia arriba) comienzan de unos cuantos precursores en la etapa III y 
utilizan ATP para sintetizar una gran variedad de materiales celulares. Las 
vfas metabolicas para los acidos nucleicos son mas complejas y no se mues- 
tran aquf. (Tomada de A. L. Lehninger. Biochemistry, 2nd ed., 1975. 
Worth Publishers, Nueva York.) 


animal mas complejos. Es evidente que estas vias aparecieron 
muy pronto y que se han conservado durante todo el curso de la 
evolucion biologica. 

Oxidacion y reduccion: una cuestion 
de electrones 

Las vias catabolicas y anabolicas incluyen reacciones clave en 
las que los electrones se transfieren de un reactivo a otro. Las 
reacciones que implican un cambio en el estado electronico de 
los reactivos se llaman reacciones de oxidacidn-reduccidn (o 
redox). Los cambios de este tipo implican la ganancia o perdi- 
da de electrones. Considerese la conversion del hierro metalico 


(Fe°) en su estado ferroso (Fe 2+ ), en el que el atomo de hierro 
pierde dos electrones, con lo que cambia a un estado mas posi- 
tivo. Cuando un atomo pierde uno o mas electrones, se dice que 
se oxida. La reaction es reversible, lo que significa que los iones 
ferrosos pueden convertirse en hierro metalico, un estado mas 
negativo, mediante la obtencion de un par de electrones. Cuando 
un atomo gana uno o mas electrones, se dice que se reduce. 

Para que el hierro metalico se oxide, debe haber alguna 
sustancia que acepte los electrones que se liberan. Por el contra- 
rio, para que los iones ferrosos se reduzcan, debe existir alguna 
sustancia que done los electrones necesarios. En otras palabras, 
la oxidation de un reactivo debe acompanarse de la reduction 
simultanea de otro, y viceversa. Una posible reaction con el hie¬ 
rro podria ser 

Fe° + Cu 2+ Fe 2+ + Cu° 

La sustancia que se oxida durante una reaction de oxidation- 
reduction, es decir, la que pierde electrones, se llama agente 
reductor, y la que se reduce, esto es, la que gana electrones, se 

llama agente oxidante. 

La oxidation o reduction de los metales, como el hierro o 
el cobre, suponen la perdida o ganancia completas de electrones. 
No puede ocurrir lo mismo con la mayoria de los compuestos 
organicos por la siguiente razon: la oxidation y reduction de 
los sustratos organicos durante el metabolismo celular incluyen 
atomos de carbono que tienen enlaces covalentes con otros ato- 
mos. Como se describio en el capitulo 2, cuando dos atomos 
diferentes comparten un par de electrones, los electrones estan 
unidos con mas fuerza al atomo del enlace polarizado. En un 
enlace C—H, el atomo de carbono tiene la mayor traction sobre 
los electrones; por tanto, puede decirse que el atomo de carbono 
esta en estado reducido. Por otro lado, si un atomo de carbono se 
une con un atomo mas electronegativo, como en el enlace C—0 
o el C—N, los electrones estan mas lejos del atomo de carbono, 
por lo que este se halla en estado oxidado. Puesto que el carbo¬ 
no tiene cuatro electrones exteriores que tal vez comparta con 
otros atomos, puede haber diversos estados de oxidation. Esto 
se ilustra con el atomo de carbono en una serie de moleculas 
con un carbono (fig. 3-23), desde el estado reducido completo 
en el metano (CH 4 ) hasta el estado oxidado total del dioxido de 
carbono (C0 2 ). Se puede conocer el estado de oxidation rela- 
tiva de una molecula organica si se cuenta el numero de ato¬ 
mos de hidrogeno respecto del oxigeno y nitrogeno por atomo 
de carbono. Como se ve mas adelante, el estado de oxidation de 
los atomos de carbono en una molecula organica suministra una 
medida del contenido de energia fibre de la molecula. 

La captura y utilizacion de energia 

Los compuestos que se utilizan como combustibles quimicos 
para el funcionamiento de homos y automoviles son compues¬ 
tos organicos muy reducidos, como el gas natural (CH 4 ) y deri- 
vados del petroleo. La energia se libera cuando estas moleculas 
se queman en presencia de oxigeno, lo que lleva a los carbonos 
a estados mas oxidados, como en el caso de los gases monoxido 
de carbono y dioxido de carbono. El grado de reduction de un 
compuesto tambien es una medida de su capacidad para reali- 
zar trabajo quimico dentro de la celula. Mientras mas atomos 
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FIGURA 3-23 El estado de oxidation de un atomo de carbono depende de 
los demas atomos a los que estaunido. Cada atomo de carbono puede for- 
mar un maximo de cuatro enlaces con otros atomos. Esta serie de moleculas 
sencillas de un carbono ilustra los diversos estados de oxidation en los que 


puede existir el atomo de carbono. En su estado mas reducido, el carbono 
se une con cuatro hidrogenos (forma metano); en su estado mas oxidado, el 
atomo de carbono se une con dos oxigenos (forma dioxido de carbono). 


de hidrogeno puedan separarse de una molecula de “combus¬ 
tible”, mas ATP puede producirse. Los carbohidratos son ricos 
en energia quimica porque contienen cadenas de unidades 

I 

(H—C—OH). Las grasas contienen aun mas energia por unidad 

' i 

de peso porque contienen cadenas de unidades (H—C—H) 

I 

mas reducidas. La siguiente description se concentra en los car¬ 
bohidratos. 

Como el unico bloque de construction del almidon y el 
glucogeno, la glucosa es la molecula clave en el metabolismo 
energetico de plantas y animales. La energia libre liberada por la 
oxidation completa de la glucosa es muy grande: 

+ 6 Oj * 6 CO 2 + 6 H 2 0 

A G°' = -686 kcal/mol 

En comparacion, la energia libre necesaria para convertir ADP 
en ATP es relativamente pequena: 

ADP + P ; ATP + H 2 0 AG°' = +7.3 kcal/mol 

A partir de estas cifras resulta evidente que la oxidation comple¬ 
ta de una molecula de glucosa hasta C0 2 y H 2 0 puede liberar 
energia suficiente para producir una gran cantidad de molecu¬ 
las de ATP. Como se advierte en el capitulo 5, se forman hasta 
36 moleculas de ATP por cada molecula de glucosa oxidada en 
condiciones que existen dentro de la mayoria de las celulas. Para 
que se produzcan tantas moleculas de ATP, la molecula de azu- 
car se separa en muchos pasos pequenos. Los pasos en los que la 
diferencia de energia libre entre los reactivos y los productos es 
relativamente grande pueden unirse con reacciones que condu- 
cen a la production de ATP. 


El catabolismo de la glucosa tiene dos etapas basicas y son 
identicas en todos los organismos aerobios. La primera etapa, la 
glucolisis, ocurre en la fase soluble del citoplasma (el citosol) 
y deriva en la formation de piruvato. La segunda etapa es el 
ciclo del acido tricarboxilico (o TCA) que ocurre dentro de 
las mitocondrias de las celulas eucariotas y en el citosol de las 
procariotas; conduce a la oxidation final de los atomos de car¬ 
bono hasta dioxido de carbono. La mayor parte de la energia 
quimica de la glucosa se almacena en forma de electrones de 
alta energia, que se eliminan a medida que las moleculas del 
sustrato se oxidan durante la glucolisis y el ciclo del TCA. La 
energia de estos electrones es la que se usa al final para sintetizar 
ATP. Las siguientes paginas se concentran en los pasos de la 
glucolisis, la primera etapa en la oxidation de la glucosa, que 
ocurre sin la participation del oxigeno. Se presupone que esta es 
la via de captura de energia que utilizaron los primeros ances¬ 
tors anaerobios y aun permanece como la principal via anabolica 
empleada por organismos anaerobios hoy en dia. En el capitulo 
5 se completa la historia de la oxidation de la glucosa, cuando 
se describe la estructura de la mitocondria y su papel en la res¬ 
piration aerobica. 

Glucolisis y formation de ATP Las reacciones de la glucoli¬ 
sis y las enzimas que las catalizan se muestran en la figura 3-24. 
Antes de describir las reacciones especificas, puede senalarse un 
punto importante concerniente a la termodinamica del metabo¬ 
lismo. En una discusion previa se senalo la diferencia entre AG 
y A G°'\ la AG de una reaction particular es la que determina 
su direction en la celula. Las mediciones reales de las concen- 
traciones de metabolitos en la celula pueden revelar el valor de 
AG en una reaction en cualquier momento dado. La figura 3-25 
muestra los valores tipicos de AG medidos para las reacciones 
de la glucolisis. En cambio con los valores de AG°' de la figura 
3-24, todas excepto tres reacciones tienen valores de AGcerca- 
nos a cero, esto es, que estan cerca del equilibrio. Las tres reac¬ 
ciones que estan lejos del equilibrio, y que las vuelve irreversibles 
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FIGURA 3-24 Los pasos de la glucolisis. 



FIGURA 3-25 Perfil de energia libre de la glucolisis en el eritrocito huma- 

no. Todas las reacciones estan cerca o en estado de equilibrio, excepto las 
catalizadas por la hexocinasa, fosfofructocinasa y cinasa de piruvato, que 
muestran grandes diferencias en su energia libre. En la celula, todas las 
reacciones deben proceder con un declive en la energia libre; los pequenos 
incrementos de la energia libre que se muestran aqui deben considerarse 
como derivados de errores en las mediciones experimentales de las concen- 
traciones de metabolitos. (Tomada de A. L. Lehninger, Biochemistry, 
2nd ed., 1975. Worth Publishers, Nueva York.) 


dentro de la celula, proporcionan la fiierza necesaria de impulso 
que mueve los metabolitos por la via glucolitica en una forma 
dirigida. 

En 1905, dos quimicos britanicos, Arthur Harden y William 
Young, estudiaban la degradation de la glucosa en celulas de 
levaduras, un proceso que produce burbujas de gas C0 2 . Harden 
y Young notaron que al final el burbujeo disminuia y se detenia, 
incluso si habia aun mucha glucosa que metabolizar. Parecia que 
algun otro componente esencial del caldo se agotaba. Despues 
de experimentar con diversas sustancias, los quimicos encontra- 
ron que la adicion de fosfatos inorganicos reactivaba la reaction. 
Concluyeron que la reaction agotaba el fosfato, el primer indicio 
de que los grupos fosfato tenian un papel en las vias metabolicas. 
La importancia del grupo fosfato se ilustra con las reacciones 
iniciales de la glucolisis. 

La glucolisis comienza con la union del azucar con un gru¬ 
po fosfato (paso 1, fig. 3-24) a expensas de una molecula de 
ATP. El uso de ATP en esta etapa puede considerarse una inver¬ 
sion energetical el costo de entrar al proceso de oxidation de la 
glucosa. La fosforilacion activa al azucar y la vuelve capaz de 
participar en las reacciones subsiguientes en las que los grupos 
fosfato se mueven y transfieren a otros receptores. La fosforila- 
cion tambien atenua la concentration citoplasmica de glucosa, 
lo cual promueve la difusion continua del azucar desde la san- 
gre hacia la celula. La glucosa 6-fosfato se convierte en fructosa 
6-fosfato y luego en fructosa 1,6-difosfato en detrimento de una 
segunda molecula de ATP (pasos 2,3). El difosfato de seis car- 
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bonos se divide en dos monofosfatos de tres carbonos (paso 4), 
lo que establece las condiciones para la primera reaction exer- 
gonica con la cual puede unirse la formation de ATP. Ahora se 
analiza la formation de ATP. 

El ATP se forma de dos maneras distintas, ambas ilustra- 
das por una reaction quimica de la glucolisis: la conversion de 
gliceraldehido 3-fosfato en 3-fosfoglicerato (pasos 6, 7). La 
reaction general es una oxidation de un aldehido en un aci- 
do carboxilico (como en la figura 3-23) y ocurre en dos pasos 
catalizados por dos enzimas diferentes (fig. 3-24). La primera 


de estas enzimas requiere un cofactor no proteico (una coenzi- 
ma), llamado nicotinaminodinucleotido (NAD) para catalizar 
la reaction. Como resulta evidente en este y en los siguientes 
capitulos, el NAD tiene un papel clave en el metabolismo ener- 
getico porque acepta y dona electrones. La primera reaction (fig. 
3-26 a, b ) es una oxidation-reduction en la que dos electrones 
y un proton (equivalente a un ion hidruro, :H“) se transfieren 
del gliceraldehido 3-fosfato (que se oxida) al NAD + (que se 
reduce). La forma reducida de la coenzima es NADH (fig. 
3-27). Una enzima que cataliza este tipo de reaction se conoce 
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FIGURA 3-26 Transferencia de energia durante una oxidacion quimica. La 

oxidacion del gliceraldehido 3-fosfato a 3-fosfoglicerato, que es un ejem- 
plo de la oxidacion de un aldehido a un acido carboxilico, ocurre en dos 
pasos catalizados por dos enzimas. a ) y b ) La primera reaccion la cataliza 
la enzima deshidrogenasa de gliceraldehido 3-fosfato, que transfiere un par 
de electrones del sustrato a NAD + . Una vez que se reducen, las moleculas 


de NADH son desplazadas por moleculas de NAD + provenientes del cito- 
sol. c) La segunda reaccion, que cataliza la enzima cinasa de fosfoglicerato, 
es un ejemplo de la fosforilacion al nivel de sustrato en la que se transfiere 
un grupo fosfato de una molecula de sustrato, en este caso 1,3-difosfoglice¬ 
rato, al ADP para formar ATP. 
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FIGURA 3-27 La estructura del NAD + y su reduction a NADH. Cuando 
el 1' OH de la fraction ribosa (indicada por la sombra purpura) forma un 
enlace covalente con un grupo fosfato, la molecula es NADP + /NADPH, 
cuya funcion se describe mas adelante en este capitulo. 


enzima fosfoglicerato cinasa. Esta via directa para la formation de 
ATP se conoce como fosforilacion a nivel del sustrato porque 
ocurre por la transferencia de un grupo fosfato de uno de los 
sustratos (en este caso, 1,3-difosfoglicerato) al ADP. Las reac- 
ciones restantes de la glucolisis (pasos 8 a 10), que incluyen una 
segunda fosforilacion a nivel del sustrato del ADP (paso 10), 
estan indicadas en la figura 3-24. 

La fosforilacion a nivel del sustrato de ADP ilustra un pun- 
to importante sobre el ATP. Su formacion no es tan endergoni- 
ca. En otras palabras, el ATP no es una molecula tan energetica 
que no pueda formarse con facilidad mediante reacciones meta- 
bolicas. Hay muchas moleculas fosforiladas cuya hidrolisis tiene 
una A G°' mas negativa que la del ATP. La figura 3-28 ilustra las 
A G°’ relativas para la hidrolisis de varios compuestos fosforila- 
dos. Cualquier donante mas alto en la escala puede usarse para 
fosforilar cualquier molecula que ocupe un sitio mas bajo en la 
escala y la A G°' de esta reaccion es igual a la diferencia entre los 
dos valores presentados en la figura. Por ejemplo, la A G°' para 
la transferencia de un grupo fosfato del 1,3-difosfoglicerato a 
ADP para formar ATP es igual a -4.5 kcal/mol (-11.8 kcal/mol 
+ 7.3 kcal/mol). Este concepto de potencial de transferencia 
sirve para comparar cualquier serie de donante y receptores, sin 
importar cual sea el grupo que se transfiera, ya sean protones, 
electrones, oxigeno o grupos fosfato. Las moleculas que ocupan 
un sitio mas alto en la escala, es decir, las que tienen mayor ener- 
gia libre (mayor -A G°') son moleculas con menor afinidad por 
el grupo que se transfiere que las que ocupan un sitio mas bajo 


como deshidrogenasa; la enzima que cataliza la reaccion previa 
es gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa. La molecula NAD + , 
que proviene de la vitamina niacina, actua como coenzima unida 
con poca firmeza a la deshidrogenasa en position para aceptar el 
ion bidruro (es decir, ambos electrones y el proton). El NADH 
que se forma en la reaction se libera luego de la enzima a cambio 
de una molecula nueva de NAD + . 

Antes de analizar esta reaction, primero hay que continuar 
con las consecuencias de la formation del NADH. El NADH 
se considera un compuesto de alta energia por la facilidad con 
la que puede transferir electrones a otras moleculas atrayentes 
de electrones. (Se dice que el NADH tiene un alto potential de 
transferencia de electrones en relation con otros aceptores 
de electrones de la celula; vease cuadro 5-1). Los electrones casi 
siempre se transfieren del NADH a traves de varios portado- 
res de electrones incluidos en la membrana que constituyen 
una cadena transportadora de electrones. Conforme los electrones 
se desplazan a lo largo de esta cadena, se mueven a un estado 
con menor energia libre cada vez y al final se pasan al oxigeno 
molecular, con lo que este se reduce en agua. La energia liberada 
durante el transporte de electrones se utiliza para formar ATP 
por un proceso llamado fosforilacion oxidativa. El transporte de 
electrones y la fosforilacion oxidativa se exploran con detalle en 
el capitulo 5. 

Ademas de la via indirecta para la formation de ATP que 
incluye al NADH y una cadena transportadora de electrones, 
la conversion de gliceraldehido 3-fosfato en 3-fosfoglicerato 
incluye una via directa para la formation de ATP. En el segundo 
paso de esta reaction total (paso 7, figuras 3-24 y 3-26 c), un 
grupo fosfato se transfiere del 1,3-difosfoglicerato al ADP para 
formar una molecula de ATP. La reaction esta catalizada por la 
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FIGURA 3-28 Acomodo de los compuestos por su potencial de transferen¬ 
cia de fosfato. Los compuestos fosforilados que ocupan un sitio mas alto 
en la escala (aquellos con A G°' de hidrolisis mas negativa) tienen la menor 
afinidad por su grupo fosfato que los compuestos que ocupan un sitio mas 
bajo en la escala. Como resultado, los compuestos mas altos de la escala 
transfieren con facilidad su grupo fosfato para formar compuestos que estan 
mas bajos en la escala. De esta manera, los grupos fosfato pueden transferir- 
se del l,3 - difosfato o fosfoenolpiruvato al ADP durante la glucolisis. 
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en la escala. Mientras menor sea la afinidad, mejor es el donante; 
mientras mayor sea la afinidad, mejor es el receptor. 

Una caracteristica importante de la glucolisis es que puede 
generar un numero limitado de moleculas de ATP, incluso en 
ausencia de oxigeno. Ni la fosforilacion a nivel de sustrato del 
ADP por 1,3-difosfoglicerato ni una reaction ulterior por el fos- 
foenolpiruvato (paso 10, fig. 3-24) requieren oxigeno molecular. 
Por lo tanto, la glucolisis puede considerarse una via anaerobia 
para la production de ATP, lo que indica que puede proceder en 
ausencia de oxigeno molecular para continuar la provision de 
ATP. Se producen dos moleculas de ATP por fosforilacion al 
nivel del sustrato durante la glucolisis de cada molecula de glice- 
raldehido 3-fosfato que se oxide hasta piruvato. Dado que cada 
molecula de glucosa produce dos moleculas de gliceraldehido 
3-fosfato, se generan cuatro moleculas de ATP por cada mo¬ 
lecula de glucosa oxidada hasta piruvato. Por otro lado, deben 
hidrolizarse dos moleculas de ATP para iniciar la glucolisis, lo 
que deja un beneficio neto para la celula de dos moleculas de 
ATP por cada glucosa oxidada. La ecuacion real para las reac- 
ciones de la glucolisis puede escribirse como sigue: 

Glucosa + 2 ADP + 2 P ; + 2 NAD + —> 

2 piruvato + 2 ATP + 2 NADH + 2 H + + 2 H 2 0 

El piruvato, producto terminal de la glucolisis, es un com- 
puesto clave porque esta en la union de las vias anaerobica 
(independiente de oxigeno) y aerobica (dependiente de oxige¬ 
no). En ausencia de oxigeno molecular, el piruvato se somete a 
fermentation, como se describe en la section siguiente. Cuando 
existe oxigeno disponible, el piruvato se cataboliza aun mas por 
la respiration aerobica, como se analiza en el capitulo 5. 

Oxidation anaerobica del piruvato: el proceso de fermen¬ 
tation Ya se describio que la glucolisis puede proporcionar a 
la celula una pequena cantidad real de ATP por cada molecula 
de glucosa que se convierte en piruvato. Sin embargo, las reac- 
ciones glucoliticas ocurren a velocidades tan altas que la celula 
puede producir una cantidad significativa de ATP si utiliza esta 
via. De hecho, diversas celulas, incluidas las levaduras, celulas 
tumorales y celulas musculares, dependen en buena medida de 
la glucolisis como medio para la formation de ATP. Pese a ello, 
existe un problema que estas celulas deben enfrentar. Uno de 
los productos de la oxidation del gliceraldehido 3-fosfato es el 
NADH. La formation de NADH ocurre a expensas de uno 
de los reactivos, NAD + , que es poco abundante en las celulas. 
Como NAD + es un reactivo necesario en este paso importan¬ 
te de la glucolisis, debe regenerarse a partir del NADH. De lo 
contrario, ya no podria ocurrir la oxidation del gliceraldehido 3- 
fosfato ni tampoco las reacciones subsiguientes de la glucolisis. 
No obstante, sin oxigeno el NADH no puede oxidarse a NAD + 
mediante una cadena de transporte de electrones porque el oxi¬ 
geno es el aceptor final de la cadena. Empero, las celulas pueden 
regenerar el NAD + mediante la fermentation, la transferencia 
de los electrones del NADH al piruvato, el producto final de la 
glucolisis o un compuesto derivado del piruvato (fig. 3-29). Al 
igual que la glucolisis, la fermentation ocurre en el citosol de una 
celula eucariota. Para la mayoria de los organismos que depen¬ 
den del oxigeno, la fermentation es una medida sustituta para 
regenerar el NAD + cuando los niveles de oxigeno son bajos, de 
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FIGURA 3-29 Fermentation. La mayoria de las celulas lleva a cabo respi¬ 
ration aerobica, la cual depende del oxigeno molecular. Si los suministros 
de oxigeno disminuyen, como sucede en una celula de musculo esqueletico 
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condiciones anaerobicas, estas celulas son capaces de regenerar el NAD + 
mediante la fermentation. Las celulas musculares realizan la fermentation 
a traves de la formation de lactato, en tanto que las celulas de levaduras lo 
hacen con la formation de etanol. La oxidacion aerobica del piruvato en el 
ciclo del acido tricarboxilico se describe con detalle en el capitulo 5. 


manera que la glucolisis pueda continuar y se mantenga la pro¬ 
duction de ATP. 

El producto de la fermentation varia de un tipo de celula 
u organismo a otro. Cuando es necesario que las celulas muscu¬ 
lares se contraigan en forma repetida, el nivel de oxigeno baja 
mucho para mantener el nivel de las demandas metabolicas de la 
celula. En estas condiciones, las celulas del musculo esqueletico 
regeneran NAD + mediante la conversion de piruvato en lactato. 
Cuando el oxigeno esta disponible de nuevo en cantidades sufi- 
cientes, el lactato puede convertirse de nueva cuenta en piruvato 
para que continue la oxidation. Las celulas de levaduras enfren- 
taron los retos de la vida anaerobia con una solution metabolica 
distinta: convierten el piruvato en etanol (fig. 3-29). 

Aunque la fermentation es un adjunto necesario para el 
metabolismo de muchos organismos y es la unica fuente de 
energia metabolica en algunos anaerobios, la energia obtenida 
por la glucolisis sola es escasa en comparacion con la oxidation 
completa de la glucosa hasta dioxido de carbono y agua. Cuando 
un mol de glucosa se oxida por completo, se liberan 686 kilo- 
calorias. En cambio, solo se liberan 57 kilocalorias cuando esta 
misma cantidad de glucosa se convierte en etanol en conditio- 
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nes estandar y apenas se liberan 47 kilocalorias si se convierte en 
lactato. De cualquier manera, solo se forman dos moleculas de 
ATP por cada glucosa oxidada mediante glucolisis y fermenta¬ 
tion; mas de 90% de esta energia se descarta tan solo en el pro- 
ducto de la fermentacion (como lo demuestra la inflamabilidad 
del alcohol etilico). 

Durante las etapas iniciales de la vida en la Tierra, cuan- 
do aun no aparecia el oxigeno, es probable que la glucolisis y 
la fermentacion fueran las principales vias metabolicas por las 
que las celulas procariotas primitivas extraian energia de los azu- 
cares. Despues de la aparicion de las cianobacterias, el oxigeno 
de la atmosfera aumento en forma drastica y se hizo posible 
la evolution de una forma metabolica aerobica. Como resulta- 
do, los productos de la glucolisis podian oxidarse por comple- 
to y obtenerse mucho mas ATP. En el capitulo 5 se describe 
la manera en que se logra esto, cuando se trate la estructura y la 
funcion de la mitocondria. 

Poder reductor La energia necesaria para sintetizar mole¬ 
culas biologicas complejas, como las proteinas, grasas y acidos 
nucleicos, se obtiene sobre todo del ATP generado por la glu¬ 
colisis y el transporte de electrones. No obstante, muchos de 
estos materiales, en especial las grasas y otros lipidos, estan mas 
reducidos que los metabolitos a partir de los cuales se forman. 
La sintesis de lipidos requiere la reduction de los metabolitos, 
que se consigue por la transferencia de electrones de alta energia 
del NADPH, un compuesto de estructura similar al NADH, 
pero que contiene un grupo fosfato adicional (descrito en el pie 
de la figura 3-27). Un reservorio celular de NADPH representa 
su poder reductor, que es una medida importante del contenido 
de energia utilizable de la celula. El uso de NADPH puede ilus- 
trarse con una de las reacciones clave de la fotosintesis: 


O 

II 

C-OPOf 
HC—OH + NADPH 
CH 2 OPO|“ 


O 

II 

CH 

I 

HC—OH + NADP + + P ; 
CH 2 OPOf“ 


1,3-difosfoglicerato 


Gliceraldehido 3-fosfato 


En esta reaction, un par de electrones (junto con un proton) se 
transfiere del NADPH al sustrato 1,3-difosfoglicerato, con lo 
que se reduce un atomo de carbono (indicado en rojo). 

La forma oxidada de NADPH, NADP + , se forma a partir 
de NAD + en la reaction siguiente: 

NAD + + ATP ^ NADP + + ADP 

Por lo tanto, el NADPH puede formarse por la reduction de 
NADPL Al igual que el NADH, el NADPH es un compuesto 
de alta energia por su gran potential para transferencia de electro- 
nes. La transferencia de energia libre en forma de estos electrones 
eleva al receptor a un estado mas reducido y energetico. 

La separation del poder reductor en dos moleculas dis- 
tintas, pero relacionadas, NADH y NADPH, refleja una sepa¬ 
ration de sus papeles metabolicos principales. El NADH y el 


NADPH se reconocen como coenzimas para enzimas diferen- 
tes. Las enzimas que tienen una funcion reductora en las vias 
anabolicas reconocen al NADPH como su coenzima, mientras 
que las enzimas que actuan como deshidrogenasas en las vias 
catabolicas reconocen al NAD + . Aunque se usan de manera 
diferente, una coenzima puede reducir a la otra en la reaction 
siguiente, catalizada por la enzima transhidrogenasa 

NADH + NADP + NAD + + NADPH 

Cuando la energia es abundante, se favorece la production de 
NADPH, lo que aporta el suministro de electrones necesarios 
para la biosintesis de nuevas macromoleculas esenciales para el 
crecimiento. Sin embargo, cuando los recursos energeticos son 
escasos, la mayoria de los electrones de alta energia del NADH 
se “cobran” para producir ATP y solo se genera el NADPH sufi- 
ciente para cubrir los requerimientos biosinteticos minimos de 
la celula. 


Regulation metabolica 

La cantidad de ATP presente en una celula en un momento 
determinado es sorprendentemente pequena. Por ejemplo, una 
celula bacteriana contiene cerca de un millon de moleculas de 
ATP, cuya vida media es muy corta (alrededor de uno o dos 
segundos). Con un suministro tan limitado, resulta evidente 
que el ATP no es una molecula en la que se almacene una gran 
cantidad de energia libre. Las reservas energeticas de una 
celula se almacenan como polisacaridos y grasas. Cuando los 
niveles de ATP empiezan a disminuir, se activan las reacciones 
para aumentar la sintesis de ATP a expensas de las formas de 
almacenamiento ricas en energia. De igual manera, cuando los 
niveles de ATP son altos, se inhiben las reacciones para su pro¬ 
duction. La celula regula estas importantes reacciones liberado- 
ras de energia mediante el control de ciertas enzimas esenciales 
en varias vias metabolicas. 

La funcion de una proteina se relaciona de forma noto- 
ria con su estructura (conformation). Por lo tanto, no es sor- 
prendente que las celulas regulen la actividad de las proteinas 
mediante la modification de la conformation de las moleculas 
clave de la proteina. En el caso de las enzimas, la regulation de la 
actividad catalitica se enfoca en la modification de la estructura 
del sitio activo. Dos mecanismos frecuentes para alternar la for¬ 
ma del sitio activo de una enzima son la modification covalente 
y la modulation alosterica y ambas tienen papeles relevantes en 
la regulation de la oxidation de la glucosa. 4 

Alteration de la actividad enzimatica mediante la modifi¬ 
cation covalente A mediados de la decada de 1950, Edmond 
Fischer y Edwin Krebs de la University of Washington estudiaban 
la fosforilasa, una enzima que se encuentra en los musculos y 
separa al glucogeno en subunidades de glucosa. La enzima podia 
existir en estado activo o inactivo. Fischer y Krebs prepararon 


4 El metabolismo tambien se regula mediante el control de las concentraciones de 
enzimas. Las velocidades relativas con las que se sintetizan y degradan las enzimas 
se consideran en capitulos posteriores. 
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un extracto crudo de celulas musculares y encontraron que las 
moleculas inactivas de la enzima del extracto podian activarse 
con la mera adicion de ATP al tubo de ensayo. El analisis adi- 
cional revelo una segunda enzima en el extracto, una “enzima 
convertidora”, como la denominaron, que transferia un grupo 
fosfato del ATP a uno de los 841 aminoacidos que forman la 
molecula de fosforilasa. La presencia del grupo fosfato altero 
la forma del sitio activo de la molecula enzimatica y aumento su 
actividad catalitica. 

Una investigacion posterior mostro que la modificacion 
covalente de las enzimas, como se ilustra con la adicion (o eli- 
minacion) de fosfatos, es un mecanismo general para cambiar 
la actividad de las enzimas. Las enzimas que transfieren grupos 
fosfato a otras proteinas se llaman cinasas de proteina y regulan 
actividades tan diversas como la action hormonal, la division 
celular y la expresion genetica. Mas tarde, la “enzima converti¬ 
dora” que descubrieron Krebs y Fischer se llamo cinasa de fosfo¬ 
rilasa y su regulation se discute en la section 15.3. Hay dos tipos 
basicos diferentes de cinasas de proteina: un tipo agrega grupos 
fosfato a residuos especificos de tirosina en una proteina sustra- 
to; el otro tipo agrega fosfatos a residuos especificos de serina o 
treonina en el sustrato. La importancia de las cinasas de proteina 
se refleja por el hecho de que cerca de 2% de todos los genes de 
una celula de levadura (113 de casi 6 200) codifica a miembros 
de este tipo de enzimas. 

Alteration de la actividad enzimatica mediante modula¬ 
tion alosterica La modulation alosterica es un mecanismo 
por el cual se inhibe o estimula la actividad de una enzima por 
un compuesto que se une a un sitio, llamado sitio alosteri- 
co, el cual esta en un sitio diferente respecto del punto activo 
de la enzima. Al igual que el colapso en secuencia de una fila de 
fichas de domino, la union de un compuesto con el sitio alosteri- 
co inicia una “ola” que se expande por toda la proteina y provoca 
un cambio definido en la forma del sitio activo, el cual puede 
localizarse en el lado contrario de la enzima, incluso en un poli- 
peptido distinto dentro de la molecula de proteina. Segun sean 
la enzima y el modulador alosterico particulares, el cambio de la 
forma del sitio activo puede estimular o inhibir su capacidad 
para catalizar la reaction. La modulation alosterica ilustra la 
relation intima entre la estructura molecular y la funcion. Los 
cambios muy pequenos de la estructura de la enzima inducidos 
por el modulador alosterico pueden ocasionar cambios marca- 
dos en la actividad enzimatica. 

Las celulas son plantas manufacturers muy eficientes que 
no desperdician energia y materiales en la production de com- 
puestos que no utilizan. Uno de los principales mecanismos que 
usan las celulas para cerrar lineas de ensamble anabolico es un 
tipo de modulation alosterica llamado inhibition por retroali- 
mentacion, en el que la enzima que cataliza el primer paso de 
una via metabolica se desactiva por un tiempo cuando se alcanza 
cierta concentration del producto final de esa via, un aminoaci- 
do por ejemplo. Esto se ilustra por la sencilla via que se muestra 
en la figura 3-30 en la que dos sustratos, A y B, se convierten en 
el producto final E. A medida que aumenta la concentration 
del producto E, se une con el sitio alosterico de la enzima BC, 
lo que induce un cambio en la conformation del sitio activo que 
disminuye la actividad de la enzima. La inhibition por retroali¬ 
mentacion ejerce un control sensible e inmediato sobre la activi¬ 
dad anabolica de una celula. 



FIGURA 5-30 Inhibition por retroalimentacion. El flujo de metabolitos a 
traves de una via metabolica se detiene cuando la primera enzima de la via 
(enzima BC) se inhibe por efecto del producto final de esa via (compues¬ 
to E), el cual se une en el sitio alosterico de la enzima. La inhibicion por 
retroalimentacion impide que una celula desperdicie recursos en la produc¬ 
tion continua de compuestos que ya no son necesarios. 


Separation de vlas catabolicas y anabolicas Una bre¬ 
ve consideration de la via anabolica que conduce a la sintesis 
de glucosa (gluconeogenesis), permite ilustrar algunos aspec- 
tos importantes de las vias sinteticas. Casi todas las celulas 
son capaces de sintetizar glucosa a partir de piruvato al mis- 
mo tiempo que oxidan la glucosa como su principal fuente de 
energia quimica. ^Como es que las celulas pueden emplear estas 
dos vias opuestas? El primer punto importante es que, aunque 
las enzimas pueden catalizar una reaction en ambos sentidos, las 
reacciones de la gluconeogenesis no pueden producirse con la 
simple inversion de las reacciones de la glucolisis. La via glucoli- 
tica contiene tres reacciones irreversibles desde el punto de vista 
termodinamico (fig. 3-25) y de alguna manera deben tomarse 
desviaciones para estos pasos. Aun cuando todas las reacciones 
de la glucolisis pudieran revertirse, seria para la celula una mane- 
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ra muy inconveniente de controlar sus actividades metabolicas, 
ya que las dos vias no podrian controlarse en forma indepen- 
diente una de la otra. Por lo tanto, la celula no puede detener la 
sintesis de glucosa y activar la degradation de la glucosa porque 
las mismas enzimas estarian activas en ambos sentidos. 

Si se compara la via por la que se degrada la glucosa con la 
via sintetica de la glucosa, resulta evidente que algunas reaccio- 
nes son identicas, aunque avanzan en sentido contrario, mien- 
tras que otras son muy diferentes (pasos 1 a 3, fig. 3-31). A1 usar 
enzimas diferentes para catalizar las diversas reacciones clave en 
las dos vias opuestas, una celula puede resolver los problemas 
termodinamicos y los reguladores inherentes a la capacidad para 
degradar y producir las mismas moleculas. 

Esto se puede comprender mejor si se observan con mas 
cuidado las enzimas esenciales de la glucolisis y la gluconeoge- 
nesis. Como se indica en el paso 2 de la figura 3-31, la fosfo- 
fructocinasa, una enzima de la glucolisis, cataliza la reaction 
siguiente: 

Fructosa 6-fosfato + ATP ^ fructosa 1,6-difosfato + ADP 

que tiene una A G°' de -3.4 kcaPmol, lo que la vuelve irreversi¬ 
ble. La reaction tiene una A G°' negativa tan grande porque se 
une con la hidrolisis del ATP. En la gluconeogenesis, la enzima 
fructosa 1,6-difosfatasa cataliza la formation de fructosa 6-fosfa- 
to mediante una simple hidrolisis: 

Fructosa 1,6-difosfato + H 2 0 ^ 

fructosa 6-fosfato + P ; A G°' = -3.9 kcal/mol 

Las enzimas particulares de la glucolisis y la gluconeogene¬ 
sis descritas antes son las enzimas reguladoras clave de sus res- 
pectivas vias. Estas enzimas son reguladas en parte por AMP y 
ATP. Debe tenerse presente que la concentration de AMP den- 
tro de las celulas es inversamente proportional a la concentra¬ 
tion de ATP; cuando las concentraciones de ATP son bajas, las 
de AMP son altas, y viceversa. De este modo, los valores eleva- 
dos de AMP indican a una celula que sus reservas de combusti¬ 
ble de ATP estan agotandose. Aunque el ATP es un sustrato de 
la fosfofructocinasa, el ATP tambien es un inhibidor alosterico, 
en tanto que el AMP es un activador alosterico. Cuando los 
niveles de ATP son altos, la actividad de la enzima disminuye 
tanto que no se forma mas ATP mediante glucolisis. Por el con¬ 
trario, cuando los niveles de ADP y AMP son altos en relation 
con el ATP, la actividad de la enzima aumenta, lo cual fomenta 
la production de ATP. En cambio, la actividad de la fructosa 
1,6-difosfatasa, una enzima esencial en la gluconeogenesis, se 
inhibe con los niveles elevados del AMP. 

La importancia de la modulation alosterica en el control 
metabolico es ilustrada por estudios recientes sobre la enzima 
proteincinasa activada por AMP (o simplemente AMPK). A1 
igual que la fosforilasa de glucogeno antes descrita, la AMPK 
controla la actividad de otras enzimas agregando grupos fosfato 
a residuos serina o treonina especificos dentro de su estructu- 
ra. La AMPK es regulada alostericamente por AMP. Cuando 
las concentraciones de este aumentan, se activa la AMPK, que 
entonces fosforila e inhibe enzimas clave implicadas en vias 
anabolicas al mismo tiempo que fosforila y activa enzimas clave 
de las vias catabolicas. El resultado final de la activation de la 
AMPK es un decremento en la actividad de las vias que consu- 
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FIGURA 3-31 Glucolisis vs. gluconeogenesis. Mientras que casi todas 
las reacciones son las mismas en ambas vias, aunque avancen en sentidos 
opuestos, las tres reacciones irreversibles de la glucolisis (pasos 1 a 3 aqui) se 
sustituyen en la via glucogenica por reacciones diferentes favorecidas desde 
el punto de vista termodinamico. 


men ATP y un incremento en la actividad de las vias que pro- 
ducen ATP, lo cual hace que aumente la concentration de ATP 
en la celula. La AMPK interviene no solo en la regulation de la 
energia celular sino, al menos en mamiferos, en la regulation del 
balance energetico de todo el cuerpo. En los mamiferos, el apeti- 
to es controlado por centros del hipotalamo que reaccionan a las 
concentraciones de determinados nutrimentos y hormonas en la 
sangre. Un descenso en los valores de glucosa sanguinea (gluce- 
mia), por ejemplo, actua en el hipotalamo estimulando el apeti- 
to, lo que al parecer es mediado por la activation de la AMPK 
en celulas nerviosas hipotalamicas. A la inversa, se supone que la 
sensation de estar “lleno” que experimentamos despues de una 
comida es desencadenada por determinadas hormonas (p. ej., 
leptina secretada por celulas adiposas) que inhiben la actividad 
de la AMPK en estas mismas celulas encefalicas. 
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REVISION 


1. ,;Por que las vias catabolicas se describen como conver- 
gentes, mientras que las anabolicas como divergentes? 

2. Compare la energia obtenida por una celula que oxi- 
da glucosa en forma anaerobica y aerobica. ^Cual es 
la diferencia en los productos terminales de estos dos 
tipos de metabolismo? 

3. Explique el significado del potencial de transferencia 
de fosfato. ^De que manera se compara el potencial de 
transferencia de fosfato del fosfoenolpiruvato con el del 
ATP?, <;que significado termodinamico tiene esto (en 


cuanto a la A (?' relativa de la hidrolisis)?, ^que significa 
en terminos de afinidad por los grupos fosfato? 

4. ^Por que el poder reductor se considera una forma de 
energia? 

5. En la reaction en la que el gliceraldehido 3-fosfato se 
oxida en 3-fosfoglicerato, <;que compuesto actua como 
agente reductor y cual como agente oxidante?, ^que 
compuesto se oxida?, <;cual se reduce? 

6. ^Que reacciones de la glucolisis se unen con la hidroli¬ 
sis del ATP?, ^cuales implican fosforilacion al nivel del 
sustrato?, ^cuales dependen de la fermentation o respi¬ 
ration aerobica para continuar? 


SINOPSIS 


La energia es la capacidad para realizar trabajo. La energia puede 
tener varias formas, incluidas quimica, mecanica, luminica, electrica y 
termica, que pueden convertirse unas en otras. Siempre que se inter- 
cambia energia, la cantidad total de energia en el universo permanece 
constante, pero existe una perdida de energia libre, la energia disponible 
para realizar trabajo adicional. La energia utilizable que se pierde en 
entropia se debe al aumento de la aleatoriedad y desorden del universo. 
Los organismos vivos son sistemas con baja entropia, estado que se 
mantiene por el ingreso constante de energia externa que proviene del 
sol (pag. 86). 

Todas las transformaciones espontaneas de energia (exergonicas) 
transcurren de un estado con alto nivel de energia libre a un estado 
con menor energia libre; la AG debe ser negativa. En una reaccion 
quimica, AG es equivalente a la diferencia en el contenido de ener¬ 
gia libre entre reactivos y productos. Mientras mayor sea la AG, mas 
lejos esta la reaccion del equilibrio. Conforme avanza la reaccion, AG 
disminuye y llega a cero en el equilibrio. Para comparar los cambios 
energeticos durante las diferentes reacciones quimicas, se determinan 
las diferencias de energia libre entre los reactivos y los productos para 
un conjunto de condiciones estandar y se senalan como AG 0/ , asi A G°' 
= —2.303 ATlog K' c q Las reacciones que tienen constantes de equilibrio 
mayores de uno tienen valores AG°’ negativos. Debe tenerse presente 
que AG°' es un valor fijo que describe la direccion en la que una reaccion 
procede cuando la mezcla de reaccion esta en condiciones estandar. No 
tiene valor para identificar la direccion de una reaccion en un momento 
particular en la celula; esto esta regulado por AG, que depende de las 
concentraciones de reactivos y productos en el momento. Las reaccio¬ 
nes que tienen valores positivos de AG 0/ (como la reaccion en la que el 
fosfato de dihidroxiacetona se convierte en gliceraldehido 3-fosfato) 
pueden ocurrir en la celula porque el indice entre reactivos y productos 
se mantiene en un valor mayor al esperado por la K 'eq (pag. 87). 

La hidrolisis del ATP es una reaccion muy favorable (AG 0/ = -7.3 
kcal/mol) y puede usarse para impulsar reacciones que de lo contra - 
rio serian desfavorables. El uso de la hidrolisis del ATP para impul¬ 
sar las reacciones desfavorables se ilustra con la sintesis de glutamina a 
partir de acido glutamico y NH 3 (AG 0 ' = +3.4 kcal/mol). La reaccion 
se promueve por la formacion de un intermediario comun, el fosfato de 
glutamilo. La hidrolisis del ATP puede tener un papel en tales proce- 
sos porque la celula mantiene un indice [ATP]/[ADP] elevado, mucho 
mayor al equilibrio, lo cual ilustra que el metabolismo celular opera en 
condiciones de falta de equilibrio. Esto no significa que todas las reac¬ 


ciones se mantengan alejadas del equilibrio, sino que ciertas reacciones 
clave en una via metabolica tienen lugar con valores negativos altos de 
AG, lo cual las hace irreversibles dentro de la celula y les permite impul¬ 
sar toda la via. Las concentraciones de reactivos y productos pueden 
mantenerse en valores relativamente constantes de desequilibrio (esta¬ 
do estable) dentro de la celula porque los materiales fluyen de modo 
continuo del medio externo al interior de la celula y los productos de 
desecho se eliminan en forma constante (pag. 90). 

Las enzimas son proteinas que incrementan en grado notorio la 
velocidad de reacciones quimicas especificas mediante su union con 
el (los) reactivo(s) y elevan la probabilidad de que se conviertan en 
productos. Al igual que todos los catalizadores reales, las enzimas 
estan presentes en pequenas cantidades; no sufren cambios irreversi¬ 
bles durante la reaccion y no tienen efecto en la termodinamica de la 
reaccion. Por lo tanto, las enzimas no pueden hacer que una reaccion 
desfavorable (una con AG positiva) proceda en sentido directo ni pue¬ 
den cambiar el indice entre productos y reactivos en equilibrio. Como 
catalizadores, las enzimas solo pueden acelerar el ritmo de las reacciones 
favorables, lo cual hacen en condiciones de temperatura y pH propios 
de la celula. Las enzimas tambien se caracterizan por su especificidad 
hacia los sustratos, catalisis muy eficiente sin productos intermedios 
indeseables y por la oportunidad de regulation de su actividad catalitica 
(P»g. 94). 

Las enzimas actuan mediante la disminucion de la energia de activa¬ 
tion (2?^), q ue es la energia cinetica que requieren los reactivos para 
que ocurra la reaccion. Como resultado, un porcentaje mucho mayor 
de moleculas de reactivo tiene la energia necesaria para convertirse en 
productos en presencia de la enzima. Las enzimas disminuyen la E A 
mediante la formacion de un complejo enzima-sustrato. La parte de 
la enzima que se une con el sustrato se llama sitio activo y tambien 
contiene las cadenas laterales de aminoacidos o cofactores necesarios, 
o ambos, para influir en los sustratos y facilitar la transformation qui¬ 
mica. Entre los mecanismos que facilitan la catalisis, las enzimas son 
capaces de mantener a los reactantes en la orientation adecuada; pue¬ 
den hacer que los sustratos sean mas reactivos al influir en su caracter 
electronico y tambien ejercer tension fisica que debilita ciertos enlaces 
dentro del sustrato (pag. 95). 

El metabolismo es el conjunto de reacciones bioquimicas que tienen 
lugar dentro de la celula. Estas reacciones pueden agruparse en vias 
metabolicas que contienen una secuencia de reacciones quimicas en la 
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que cada reaccion la cataliza una enzima especffica. Las vias metaboli- 
cas se dividen en dos grandes tipos: vias catabolicas, donde se degradan 
compuestos y se libera energia, y vias anabolicas, en las que se sintetizan 
compuestos mas complejos con la energia almacenada en la celula. Las 
macromoleculas de estructura diversa se degradan en las vias cataboli¬ 
cas hasta una cantidad relativamente pequena de metabolitos de bajo 
peso molecular que proporcionan las materias primas a partir de las 
cuales divergen las vias anabolicas. Ambos tipos de vias incluyen reac- 
ciones de oxidacion-reduccion en las que los electrones se transfieren de 
un sustrato a otro, lo que aumenta el estado de reduccion del receptor y 
aumenta el estado de oxidacion del donante (pag. 107). 

El estado de reduccion de una molecula organica, medida por el 
numero de hidrogenos por atomo de carbono, proporciona una 
medida general del contenido de energia de la molecula. Un mol 

de glucosa libera 686 kcal cuando se oxida por completo hasta C0 2 y 
H 2 0, mientras que la conversion de un mol de ADP en ATP requiere 
solo 7.3 kcal. Por consiguiente, la oxidacion de una molecula de glucosa 
puede producir energia suficiente para generar muchas moleculas de 
ATP La primera etapa en el catabolismo de la glucosa es la glucolisis, 
durante la cual la glucosa se convierte en piruvato con una ganancia neta 
de dos moleculas de ATP y dos moleculas de NADH. Las moleculas 
de ATP se producen por fosforilacion al nivel del sustrato y en ella se 
transfiere un grupo fosfato de un sustrato al ADP. Los NADH se pro¬ 
ducen por oxidacion de un aldehido para formar un acido carboxilico 
con la transferencia concomitante de un ion hidruro (un proton y dos 


electrones) del sustrato a NAD + . En presencia de oxigeno, la mayoria 
de las celulas oxida el NADH mediante una cadena transportadora de 
electrones, con lo que se obtiene ATP a traves de la respiracion aero- 
bica. En ausencia de 0 2 , el NAD + se regenera por fermentacion, en 
la cual se usan los electrones de alta energia del NADH para reducir 
el piruvato. La regeneration de NAD + es precisa para que continue la 
glucolisis (pag. 108). 

La actividad de una enzima esta regulada a menudo por dos meca- 
nismos: modification covalente y modulation alosterica. La modi¬ 
fication covalente se realiza con mayor frecuencia por la transferencia 
de un grupo fosfato del ATP a uno o mas residuos de serina, treonina o 
tirosina de la enzima en una reaccion catalizada por una cinasa de pro- 
teina. Los moduladores alostericos actuan mediante enlaces no cova- 
lentes con un sitio en la enzima alejado del sitio activo. La union del 
modulador altera la conformation del sitio activo, aumentando o dis- 
minuyendo la actividad catalitica de la enzima. Un ejemplo frecuente 
de la modulacion alosterica es la inhibicion por retroalimentacion, en la 
que el producto final de una via inhibe por efecto alosterico a la primera 
enzima unica de esa via. El mismo compuesto degradado en una via 
catabolica puede servir como producto terminal de una via anabolica. 
Por ejemplo, la glucosa se degrada mediante glucolisis y se sintetiza 
por gluconeogenesis. Aunque las dos vias comparten la mayoria de las 
enzimas, tres enzimas clave son unicas de cada una, lo que permite a la 
celula regular las dos vias de manera independiente y resolver lo que de 
otra manera serian reacciones irreversibles (pag. 114). 


PREGUNTAS ANAUTICAS 


1. ,;C6mo esperaria que un descenso del pH afectara a una reaccion 
catalizada por la quimotripsina?, <:c6mo podria afectar un aumen- 
to del pH esta reaccion? 

2. La inhibicion por retroalimentacion casi siempre altera la activi¬ 
dad de la primera enzima de la via metabolica, en lugar de alguna 
de las enzimas siguientes de la misma via. ,:Por que es adaptativo? 

3. Despues de revisar las reacciones de la formation de glutamina en 
la pagina 92 explique por que cada una de las siguientes declara- 
ciones acerca de la tercera reaccion (o en general) es verdadera o 
falsa. 

a) Si la reaccion se escribiera a la inversa, su A G°' seria de +3.9 
kcal/ mol. 

b) Si todos los reactivos y productos estuvieran en condiciones 
estandar al principio de un experimento, despues de cierto 
periodo el indice [NH 3 ]/[ADP] disminuiria. 

c) Conforme avanza la reaccion, la AG 0/ se aproxima mas a cero. 

d) En equilibrio, las reacciones directa e inversa son iguales y el 
indice [ATP]/[ADP] llega a uno. 

e) En la celula es posible que la glutamina se forme cuando el 
indice [glutamina]/[acido glutamico] es mayor de uno. 

4. Usted acaba de aislar una nueva enzima y determino la veloci- 
dad de reaccion con tres concentraciones diferentes de sustratos. 
Encuentra que la pendiente de la curva del producto contra el 
tiempo es la misma para las tres concentraciones. <;Que concluiria 
sobre las condiciones de la mezcla de reaccion? 

5. La lisozima es una enzima de action lenta, requiere cerca de dos 
segundos para catalizar una sola reaccion. <;Cual es el numero de 
recambio de la lisozima? 

6. En la reaccion R ^ P, si un mol de producto (P) tiene la misma 
energia libre que un mol de reactivo (R), <;cual es el valor de la 

de esta reaccion?, <:cual es el valor de AG 0/ ? 


7. ({Que significa en terminos de indices de concentracion cuando se 
dice que la AG de la hidrolisis del ATP en la celula es cercana a 
-12 kcal/mol, mientras que la AG 0/ es —7.3 kcal/mol? 

8. Las enzimas que estan bajo la regulation celular son aquellas cuyas 
reacciones casi siempre se producen en condiciones de desequili- 
brio. <;Cual seria el efecto de la inhibicion alosterica de una enzima 
que opera cerca del equilibrio? 

9. En la reaccion A ^ B, si la K' c q es 10 1 2 3 4 5 6 , <:cual es la AG 0/ ?, ,:cual es 
la AG°' si se determino que la K& q es 10 -3 ?, <;cual es la K' e q de la 
reaccion de la hexocinasa indicada en la figura 3-24 (paso 1)? 

10. La AG°' de la reaccion fosfato de acetilo + ADP ^ acetato + ATP 
es —2.8 kcal/mol. Molecula por molecula, el fosfato de acetilo tiene 
(mayor, menor, igual) energia libre que el ATP en relation con su 
compuesto desfosforilado; el ADP tiene (mayor, menor, igual) afini- 
dad por el fosfato que el acetato. (Senale las respuestas correctas.) 

11. Si la reaccion XA + Y ^ XY + A tiene una AG 0/ de +7.3 kcal/ 
mol, ,:podria esta reaccion impulsarse en la celula mediante la 
union con la hidrolisis del ATP?, <;por que? 

12. En una serie de reacciones, A —> B —> C —» D, se determino que 
la constante de equilibrio para la segunda reaccion (B —» C) es 0.1. 
Usted esperaria que la concentracion de C en una celula viva fuera: 
a) igual a B; b) la decima parte de B; c) menor a la decima parte 
de B; d) 10 veces mayor que B; e) mas de 10 veces mayor que B. 
(Senale la respuesta correcta.) 

13. La reaccion del compuesto X con el compuesto Y para producir el 
compuesto Z es una reaccion desfavorable (A G°' = +5 kcal/mol). 
Trace las reacciones quimicas que ocurririan si se utilizara ATP 
para impulsar la reaccion. 

14. El ATP evoluciono como la molecula central para el metabolismo 
energetico. <:Podria el 1,3-difosfoglicerato tener la misma fun- 
cion?, <ipor que? 



LECTURAS ADICIONALES 


119 


15. Calcule la AG para la hidrolisis del ATP en una celula en la que 
el indice [ATP]/[ADP] aumento hasta 100:1, mientras que la 
concentracion de P i permanecio en 10 mM. <;De que manera se 
compara esto con el indice de [ATP]/[ADP] cuando la reaccion 
esta en equilibrio y la concentracion de P. permanece en 10 mM?, 
<:cual seria el valor de AG cuando todos los reactivos y los produc- 
tos estan en condiciones estandar (1 M)? 

16. Considere la reaccion: 

Glucosa + P. ^ glucosa 6-fosfato + H 2 0 

AG 0/ = +3 kcal/mol 

<;Cual es la constante de equilibrio, K' e q , para esta reaccion? (Nota: 
se ignorala concentracion de agua.) <:La A G°' positiva de la reaccion 
previa significa que la reaccion nunca puede proceder en forma 
espontanea de izquierda a derecha? 

17. En condiciones fisiologicas, [glucosa] = 5 mM, [glucosa 6-fosfa- 
to] = 83 mM y [Pj] = 1 mM. En estas condiciones, <:la reaccion 
del problema 16 procederia en forma espontanea de izquierda a 
derecha? Si no es asi, <;cual seria la concentracion de glucosa nece- 
saria para que la reaccion avanzara de izquierda a derecha, si las 
concentraciones de los otros reactivos y productos son las mencio- 
nadas antes? 

18. Considere la reaccion: 

Glutamato + amoniaco ^ glutamina + H 2 0 

AG°' = +3.4 kcal/mol 


Si la concentracion de amoniaco es 10 mM, <;cual seria el indice 
glutamato/glutamina necesario para que la reaccion procediera en 
forma espontanea de izquierda a derecha a 25°C? 

19. Debe quedar claro que la sintesis de glutamina no puede ocurrir 
en una celula mediante la reaccion descrita en el problema 18. La 
reaccion real une la sintesis de glutamina con la hidrolisis del ATP: 

Glutamato + amoniaco + ATP ^ glutamina + ADP + P. 

<;Cual es la AG 0/ de esta reaccion? Supongase que todos los reacti¬ 
vos y productos, excepto el amoniaco, estan presentes en concen¬ 
tracion 10 mM. ,;Que concentracion de amoniaco se necesitaria 
para impulsar la reaccion a la derecha, esto es, para impulsar la 
sintesis neta de glutamina? 

20. Un inhibidor no competitivo no impide que la enzima se una a 
su sustrato. <;Cual es el efecto del aumento de la concentracion de 
sustrato en presencia de un inhibidor no competitivo?, ^esperaria 
que un inhibidor no competitivo afectara la V mix de la enzima?, 
de la K m } Explique de forma breve. 

21. En 1926, James Sumner concluyo que la ureasa era una proteina 
basado en el hecho de que los cristales de la enzima daban resul- 
tado positivo para los reactivos que reaccionaban con proteinas y 
negativo para aquellos que reaccionaban con grasas, carbohidratos 
y otras sustancias. Su conclusion fue objetada por otros expertos 
en enzimas que encontraron que sus soluciones enzimaticas con 
gran actividad no contenian evidencia de proteinas. <:C6mo pue- 
den conciliarse estos hallazgos en apariencia opuestos? 
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L as paredes externas de una casa o un automovil proporcionan una barrera solida 
e inflexible que protege a las personas de un mundo exterior impredecible y 
violento. Podria esperarse que el limite externo de una celula viva se construyera 
con una barrera igual de resistente e impenetrable porque tambien debe proteger su 
delicado contenido interno de un ambiente inerte y a menudo inhospito. Aun asi, las 
celulas estan separadas del mundo exterior por una estructura delgada y fragil llamada 
membrana plasmatica, que solo mide 5 a 10 nm de espesor. Se necesitarian cerca de 
cinco mil membranas plasmaticas una sobre otra para igualar el grosor de una sola 
pagina de este libro. 

Como es tan delgada, no se encuentra ningun indicio de la membrana plasmatica 
cuando se examina una preparation celular con el microscopio optico. De hecho, fue 
hasta finales del decenio de 1950, cuando las tecnicas para preparar y tenir el tejido 
progresaron, y la membrana plasmatica pudo analizarse con el microscopio electronico. 
Estas micrografias electronicas iniciales, como las tomadas por J. D. Robertson de la 
Duke University (fig. 4-1 a), presentaron a la membrana plasmatica como una estructura 
de tres capas, consistente en dos capas externas tenidas de color oscuro y una capa inter¬ 
media clara. Todas las membranas que se examinaron de cerca, ya fueran plasmaticas, 
nucleares o citoplasmicas (fig. 4-1 b), tomadas de plantas, animales o microorganismos, 
mostraron la misma ultraestructura. Ademas de suministrar una imagen visual de esta 
estructura celular vital, estas micrografias electronicas iniciaron un fuerte debate sobre la 


perspectiva humana: Defectos en los 
canales ionicos y transportadores como 
causa de la enfermedad hereditaria 

v(as experimentales: El receptor 
de acetilcolina 


Un modelo de una bicapa liptdica bien hidratada compuestapor moleculas de fosfatidilcolina (cada una con dos 
acidos grasos miristoilo) penetradas por una helice simple que cruza la membrana formada por 32 residuos de 
alanina. (Tomada de Liyang Shen, Donna Bassolino y Terry Stouch, Bristol-Myers Squibb 
Research Institute, de Biophysical Journal, vol. 73, p. 6,1997.) 
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FIGURA 4-1 Apariencia trilaminar de las membranas. a ) Micrograffa elec- 
tronica que muestra la estructura de tres capas (trilaminar) de la membrana 
plasmatica de un eritrocito despues de tenir el tejido con el metal pesado 
osmio. El osmio se une de manera preferente con los grupos de cabezas 
polares de las dos capas de lipidos, lo que produce el patron trilaminar. Las 
flechas senalan los bordes interno y externo de la membrana. b ) El margen 
externo de una celula muscular diferenciada cultivada muestra la estructu¬ 
ra trilaminar similar de la membrana plasmatica (PM) y la membrana del 
reticulo sarcoplasmico (SR), un compartimiento del citoplasma para alma- 
cenar calcio. ( A , Cortesia de J. D. Robertson; B , tomada de Andrew 
R. Marks, et al., J Cell Biol 114:305,1991, con autorizacion de los 

DERECHOS RESERVADOS DE ROCKEFELLER UNIVERSITY PRESS.) 
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composition molecular de las diversas capas de una membra¬ 
na, un argumento que llego al corazon mismo del tema de la 
estructura y funcion de la membrana. Como se vera despues, 
las membranas celulares contienen una capa doble de lipidos, 
y las dos capas con tincion oscura en las micrografias electroni- 
cas de la figura 4-1 corresponden a las superficies polares interna 
y externa de la bicapa (equivalente a los atomos amarillos de 
la imagen que abre el capitulo). Mas adelante se regresara a la 
estructura de las membranas, pero primero se revisan algunas 
de las principales funciones de las membranas en la vida de una 
celula (fig. 4-2). • 

4.1 UNA REVISION DE LAS FUNCIONES _ 

DE LA MEMBRANA 

1 . Division en compartimientos. Las membranas son hojas 
continuas y, por eso mismo, es inevitable que cierren com¬ 
partimientos. La membrana plasmatica encierra el contenido 
de toda la celula, mientras que las membranas nuclear y cito- 
plasmica alojan diversos espacios intracelulares. Estos ultimos, 
limitados por membrana, tienen contenidos muy diferentes. 
La division en compartimientos por la membrana permite que 
haya actividades especializadas sin la interferencia externa y 


posibilita la regulation de las actividades celulares, una inde- 
pendiente de las otras. 

2 . Sitios para las actividades bioqinmicas. Las membranas no 
solo encierran compartimientos, sino que tambien son un com¬ 
partimiento distinto por si mismas. Siempre que haya reactivos 
en solution, sus posiciones relativas no pueden estabilizarse y 
sus interacciones dependen de las colisiones aleatorias. A causa 
de su construction, las membranas proporcionan a la celula un 
marco extenso o andamiaje dentro del cual pueden ordenarse 
componentes para que la interaction sea efectiva. 

3 . Provision de una barrera con permeabilidad selectiva. Las 
membranas evitan el intercambio irrestricto de moleculas de 
un lado al otro. Al mismo tiempo, las membranas suministran 
los medios de comunicacion entre los compartimientos que 
separan. La membrana plasmatica, que rodea a la celula, puede 
compararse con el foso que circunda a un castillo; ambos sirven 
como una barrera general, aunque los dos tienen “puentes” que 
promueven el movimiento de elementos seleccionados hacia el 
interior y exterior del espacio vivo cercado. 

4 . Transporte de solutos. La membrana plasmatica contiene la 
maquinaria para el transporte fisico de sustancias de un lado 
de la membrana al otro, a menudo de una region con baja con¬ 
centration del soluto a otra en la que el soluto alcanza una 
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concentracion mucho mayor. La maquinaria de transporte de 
la membrana permite a la celula acumular sustancias, como azu- 
cares y aminoacidos, necesarios para impulsar el metabolismo y 
construir macromoleculas. La membrana plasmatica tambien es 
capaz de transportar iones especificos, con lo que establece gra- 
dientes ionicos a traves de ella misma. Esta capacidad es crucial 
para las celulas nerviosas y musculares. 

5. Respuesta a senates externas. La membrana plasmatica posee 
un papel critico en la respuesta de una celula a los estimulos 
externos, un proceso que se conoce como transduction de sefta- 
les. Las membranas tienen receptores que se combinan con 
moleculas especificas (o ligandos) que incluyen una estructura 
complementaria. Diferentes tipos de celulas muestran membra¬ 
nas con distintos receptores, por lo que son capaces de reconocer 
y responder a distintos ligandos en su ambiente. La interaction 
de un receptor de la membrana plasmatica con un ligando exter- 
no puede hacer que la membrana genere una serial que estimula 
o inhibe las actividades internas. Por ejemplo, las senales gene- 
radas en la membrana plasmatica pueden informar a la celula 
que elabore mas glucogeno, se prepare para la division celular, 
se mueva hacia donde existe una mayor concentracion de un 
compuesto en particular, libere calcio de sus reservas internas, o 
tal vez que cometa suicidio. 


FIGURA 4-2 Resumen de las funciont's de la membrana en una celula 
vegetal. 1) Ejemplo de la division en compartimientos de la membrana 
en la que las enzimas hidrolfticas (hidrolasas acidas) quedan secuestradas 
dentro de una vacuola limitada por membrana. 2) Ejemplo del papel de las 
membranas citoplasmicas como sitio de localization enzimatica. La fijacion 
de C0 2 por la celula vegetal es una reaction catalizada por una enzima que 
se relaciona con la superficie externa de las membranas tilacoides de los 
cloroplastos. 3) Ejemplo del papel de las membranas como barrera semiper- 
meable. Las moleculas de agua pueden penetrar con rapidez la membrana 
plasmatica, lo que hace que la celula vegetal llene el espacio disponible y 
ejerza presion contra su pared celular. 4) Ejemplo de transporte de solutos. 
Los iones hidrogeno, que se producen en varios procesos metabolicos en 
el citoplasma, se bombean al exterior de las celulas vegetales hacia el espa¬ 
cio extracelular por una proteina transportadora localizada en la membrana 
plasmatica. 5) Ejemplo del compromiso de una membrana en la transfe¬ 
rence de information de un lado al otro (transduction de serial). En este 
caso, una hormona (p. ej., acido abscisico) se une con la superficie externa 
de la membrana plasmatica y desencadena la liberation de un mensaje qui- 
mico (como IP 3 ) hacia el citoplasma. En este caso, el IP 3 induce la libera¬ 
tion de iones Ca 2+ de una reserva citoplasmica. 6 ) Ejemplo del papel de las 
membranas en la comunicacion entre celulas. Las aberturas entre las celu¬ 
las vegetales adyacentes, llamadas plasmodesmas, permiten el movimiento 
de materiales directamente del citoplasma de una celula al de sus vecinas. 
7) Ejemplo del papel de las membranas en la transduction de energia. La 
conversion de ADP en ATP ocurre en estrecha relation con la membrana 
interna de la mitocondria. 


6. Interaccion celular. Situada al borde externo de todas las 
celulas vivas, la membrana plasmatica de los organismos mul- 
ticelulares media las interacciones entre una celula y sus vecinas. 
La membrana plasmatica permite que las celulas se reconozcan 
y envien senales entre si, que se adhieran cuando sea apropiado y 
que intercambien materiales e information. 

7. Transduccion de energia. Las membranas forman parte inti- 
ma de los procesos mediante los cuales un tipo de energia se 
transforma en otro tipo (transduccion de energia). La transduc¬ 
tion de energia mas importante ocurre durante la fotosintesis 
cuando los pigmentos unidos a la membrana absorben la energia 
de la luz solar, la convierten en energia quimica y la almace- 
nan en carbohidratos. Las membranas tambien participan en la 
transferencia de energia quimica de carbohidratos y grasas hacia 
ATP. En las celulas eucariotas, la maquinaria para estas conver- 
siones energeticas esta contenida dentro de las membranas de 
los cloroplastos y las mitocondrias. 

Este capitulo se concentra en la estructura y fiinciones de la mem¬ 
brana plasmatica, pero hay que recordar que los principios descritos 
aqui son comunes a todas las membranas celulares. Los aspectos 
especializados de la estructura y funtiones de las membranas de 
las mitocondrias, los cloroplastos, la citoplasmica y la nuclear se 
describen en los capitulos 5,6,8 y 12, respectivamente. 
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4.2 UNA BREVE HISTORIA DE LOS ESTUDIOS 

SOBRE LA ESTRUCTURA DE LA MEMBRANA 

PLASMATICA 

Durante el decenio de 1890, Ernst Overton de la 
Universidad de Zurich presento las primeras nociones sobre 
la naturaleza quimica de la capa limitrofe externa de una celula. 
Overton sabia que los solutos no polares se disolvian con mas 
facilidad en solventes no polares que en los polares, y que los 
solutos polares tenian la solubilidad contraria. El razono que 
para que una sustancia entrara a una celula a partir del medio, 
primero debia disolverse en la capa limitante externa de esa 
celula. Para probar la permeabilidad de la capa limitante exter¬ 
na, Overton coloco pelos de raiz vegetal en cientos de solucio- 
nes diferentes que contenian distintas combinaciones de solutos. 
Descubrio que mientras mas soluble fuera el soluto, entraba con 
mas rapidez a las celulas de los pelos radiculares (vease pag. 148). 
Concluyo que el poder de disolucion de la capa limitante exter¬ 
na de la celula concordaba con la de un aceite graso. 

La primera proposition de que las membranas celulares 
podrian contener una bicapa de lipidos la hicieron en 1925 dos 
cientificos holandeses, E. Gorter y F. Grendel. Estos investiga- 
dores extrajeron el lipido de los eritrocitos humanos y midieron 
la cantidad de superficie que el lipido cubriria cuando se exten- 
dia sobre la superficie del agua (fig. 4-3 a). Como los eritrocitos 
maduros de los mamiferos carecen de nucleo y organelos cito- 
plasmicos, la membrana plasmatica es la unica estructura que 



contiene lipidos y puede asumirse que todos los lipidos extraidos 
de las celulas estuvieron en las membranas plasmaticas de las 
celulas. La proportion entre la superficie de agua cubierta por 
el lipido extraido y la superficie calculada de los eritrocitos de 
los que se extrajo el lipido vario de 1.8 a 1 y de 2.2 a 1. Gorter y 
Grendel conjeturaron que la proportion real era 2:1 y concluye- 
ron que la membrana plasmatica contenia una capa bimolecular 
de lipido, es decir, una bicapa lipidica (fig. 4-3£). Tambien sugi- 
rieron que los grupos polares de cada capa molecular (u hoja) se 
dirigian hacia fuera, hacia el ambiente acuoso, como se muestra 
en la figura A-?>b, c. Esta seria la disposition favorecida por la 
termodinamica y un ejemplo excelente de interaction hidrofoba 
(pag. 35); los grupos de las cabezas polares de los lipidos podrian 
interactuar con las moleculas de agua circundantes, al mismo 
tiempo que las cadenas grasoacilo hidrofobas quedarian protegi- 
das del contacto con el ambiente acuoso (fig. 4-3c). Por lo tanto, 
los grupos de la cabeza polar estarian frente al citoplasma por un 
lado y frente al plasma sanguineo por el otro. Aunque Gorter y 
Grendel cometieron varios errores experimentales (que por for- 
tuna se cancelaron entre si), llegaron a la conclusion correcta de 
que las membranas contienen una bicapa de lipidos. 



FIGURA 4-3 La membrana plasmatica contiene una bicapa lipidica. a) 

Calculo de la superficie de una preparation de lipidos. Cuando se disuelve 
una muestra de fosfolipidos en un solvente organico, como el hexano, y 
se extiende sobre una superficie acuosa, las moleculas de fosfolipido for- 
man una capa sobre el agua que tiene una sola molecula de espesor: la capa 
monomolecular. Las moleculas de la capa estan orientadas con sus grupos 
hidrofilicos unidos a la superficie del agua y las cadenas hidrofobas dirigidas 
al aire. Para estimar la superficie que cubririan los lipidos si fueran parte 
de una membrana, las moleculas de lipido pueden comprimirse en el area 
mas pequena posible mediante barreras moviles. Con este tipo de aparato, 
llamado Langmuir en honor de su inventor, Gorter y Grendel concluyeron 
que los eritrocitos contenian lipido suficiente para formar una capa sobre 


su superficie que tuviera dos moleculas de espesor: una bicapa. b ) Como 
propusieron por primera vez Gorter y Grendel, el centro de la membrana 
contiene una capa bimolecular de fosfolipidos orientados con sus grupos 
cabeza hidrosolubles dirigidos hacia las superficies externas y sus colas de 
acido graso hidrofobas hacia el interior. Las estructuras de los grupos cabeza 
se muestran en la figura 4-6 a. c) Simulation de una bicapa de lipidos com- 
pletamente hidratada compuesta del fosfolipido fosfatidilcolina. Los grupos 
cabeza fosfolipidos estan en color naranja, las moleculas de agua en azul y 
bianco y las cadenas de acidos grasos en verde. (C, tomada de S.-W. Chiu, 
Trends in Biochem Sci 22:341, 1997, © 1997, con autorizacion de 
Elsevier Science.) 
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En las decadas de 1920 y 1930, los fisiologos celulares 
obtuvieron evidencia de que debia haber mas en la estructura de 
las membranas que una mera capa doble de lipidos. Por ejemplo, 
se encontro que la solubilidad en lipidos no era el unico factor 
que determinaba si una sustancia puede o no penetrar la mem- 
brana plasmatica. De igual manera, se calculo que las tensiones 
superficiales de las membranas eran mucho menores a las de 
estructuras lipidicas puras. Este descenso de la tension superfi¬ 
cial pudo explicarse por la presencia de proteina en la membra- 
na. En 1935, Hugh Davson y James Danielli propusieron que 
la membrana plasmatica estaba compuesta por una bicapa de 


lipidos recubierta en ambas superficies, interna y externa, por una 
capa de proteinas globulares. Revisaron su modelo a principios 
de la decada de 1950 para explicar la permeabilidad selectiva de 
las membranas que habian estudiado. En la version revisada (fig. 
A-Aa), Davson y Danielli sugirieron que, ademas de las capas 
externa e interna de proteina, la bicapa lipidica tambien estaba 
penetrada por poros recubiertos con proteina, que constituian 
conductos para que los solutos polares e iones entraran y salieran 
de la celula. 

Los experimentos realizados a finales de la decada de 1960 
condujeron a un nuevo concepto de la estructura de la membrana, 
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FIGURA 4-4 Breve historia de la estructura de la membrana plasmatica. a) 

Una version revisada en 1954 del modelo de Davson-Danielli que muestra 
la bicapa lipidica, la cual esta recubierta en ambas superficies por una capa 
monomolecular de proteinas que se extienden a traves de la membrana para 
formar poros recubiertos con proteina. b ) Modelo de mosaico fluido para la 
estructura de la membrana como lo propusieron al principio Singer y Nicol- 
son en 1972. A diferencia de los modelos previos, las proteinas penetran la 
bicapa lipidica. Aunque el modelo original mostrado aqui presenta una pro¬ 
teina que solo estaba incrustada de manera parcial en la bicapa, las proteinas 
que penetran la bicapa que se han estudiado cruzan toda la membrana. c ) 
Representacion actual de la membrana plasmatica que muestra la misma 
organizacion basica que propusieron Singer y Nicolson. La superficie exter¬ 


na de la mayoria de las proteinas de membrana, asi como un pequeno por- 
centaje de los fosfolipidos, contiene cadenas cortas de azucares, lo que los 
convierte en glucoproteinas y glucolipidos. Las porciones de las cadenas 
polipeptidicas que se extienden por toda la bicapa de lipidos casi siempre se 
encuentran como helices alfa compuestas por aminoacidos hidrofobos. Las 
dos hojas de la bicapa contienen diferentes tipos de lipidos, como lo indican 
los grupos cabeza de distintos colores. Se cree que la hoja externa posee 
microdominios (“balsas”) consistentes en cumulos de tipos especificos de 
lipidos. (. A , tomada de J. F. Danielli, Collston Papers 7:8, 1954; B , 

REIMPRESA CON AUTORIZACION DE S. J. SlNGER Y G. L. NlCOLSON, SCIENCE 

175:720,1972; © 1972, American Association for the Advancement 
of Science.) 
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como se detalla en el modelo de mosaico fluido que propusieron 
en 1972 S. Jonathan Singer y Garth Nicolson de la University of 
California, en San Diego (fig. 4-47). En el modelo de mosaico 
fluido, que sirvio como el “dogma central” de la biologia de la 
membrana durante tres decadas, la bicapa de lipidos permanece 
como el centra de la membrana, pero se enfoca la atencion en 
el estado fisico del lipido. A diferencia de los modelos previos, 
la bicapa de una membrana en mosaico fluido se encuentra en 
estado liquido y las moleculas lipidicas individuales pueden 
moverse en sentido lateral dentro del piano de la membrana. 

La estructura y disposition de las proteinas de la mem¬ 
brana en el modelo de mosaico fluido difieren respecto de los 
modelos previos en que ocurren como un “mosaico” de particulas 
discontinuas que penetran la hoja de lipidos (fig. 4-47). Lo mas 
importante es que el modelo de mosaico fluido presenta a las 
membranas celulares como estructuras dinamicas en las que los 
componentes son moviles y capaces de unirse para mantener 
varios tipos de interacciones transitorias o semipermanentes. En 
las secciones siguientes se examina parte de la evidencia emplea- 
da para formular y apoyar este retrato dinamico de la estructura 
de la membrana y se revisan algunos de los datos recientes que 
actualizan el modelo (fig. A-Ac). 


REVISION 


1. Describa algunos de los papeles importantes de las 
membranas en la vida de la celula eucariota. ^Cual cree 
que seria el efecto de una membrana que fuera incapaz 
de realizar una u otra de estas funciones? 

2. Resuma algunos de los principales pasos que condu- 
jeron al modelo actual de estructura de la membrana. 
^De que manera cada nuevo modelo conserva ciertos 
principios basicos de los modelos previos? 


4.3 LA COMPOSICION QU1MICA _ 

DE LAS MEMBRANAS 

Las membranas son ensambles de lipidos y proteinas en 
los que los componentes se mantienen unidos en una hoja del- 
gada mediante enlaces no covalentes. Como ya se menciono, el 
centra de la membrana consiste en una hoja de lipidos dispues- 
tos en una capa bimolecular (fig. 4-37 y c). La bicapa lipidica 
sirve sobre todo como soporte estructural de la membrana y 
representa una barrera que previene los movimientos aleatorios 
de materiales hidrosolubles hacia dentro y fuera de la celula. Por 
otra parte, las proteinas de la membrana realizan la mayoria de las 
funciones especificas resumidas en la figura 4-2. Cada tipo de 
celula diferenciada contiene un complemento unico de proteinas 
de membrana que contribuye a las actividades especializadas de 
ese tipo celular (vease la figura 4-31ipara obtener un ejemplo). 

La proportion entre lipido y proteina en una membrana 
es variable y depende del tipo de membrana celular (plasma- 



* - * > 


1 (dm 

FIGURA 4-5 Vaina de mielina. Micrograffa electronica de un axon neuro¬ 
nal rodeado por una vaina de mielina consistente en capas concentricas de 
membrana plasmatica que tienen un indice extremadamente bajo de protei- 
na/li'pido. La vaina de mielina afsla la celula nerviosa del ambiente externo, 
lo que aumenta la velocidad con la que discurren los impulsos a lo largo 
del axon (descrito en la pagina 167). El espacio perfecto entre las capas se 
mantiene por el entrelazamiento de las moleculas de proteina (llamadas P Q ) 
que se proyectan de cada membrana. (Tomada de Leonard Napolitano, 
Francis LeBaron y Joseph Scaletti, J Cell Biol 34:820, 1967; con 

AUTORIZACION DE LOS DERECHOS RESERVADOS DE ROCKEFELLER UNIVER¬ 
SITY Press.) 


tica, de reticulo endotelial o del aparato de Golgi), del tipo de 
organismo (bacteria, planta o animal) y del tipo de celula (car- 
tilago, musculo o higado). Por ejemplo, la membrana interna de 
la mitocondria tiene una proportion muy alta entre proteina 
y lipido en comparacion con la membrana plasmatica del eri- 
trocito, que a su vez es alta si se la compara con las membra¬ 
nas de la vaina de mielina que forma la envoltura de multiples 
capas alrededor de una celula nerviosa (fig. 4-5). En gran parte, 
estas diferencias pueden relacionarse con las funciones basicas 
de estas membranas. La membrana mitocondrial interna con¬ 
tiene los portadores proteicos de la cadena para transporte de 
electrones y, en relation con otras membranas, contiene menos 
lipidos. En cambio, la funcion principal de la vaina de mielina 
es el aislamiento electrico para la celula nerviosa que rodea, una 
funcion que se realiza mejor con una capa gruesa de lipido de 
alta resistencia electrica y un contenido minimo de proteina. Las 
membranas tambien contienen carbohidratos, que estan unidos 
a los lipidos y proteinas como se indica en la figura A-Ac. 

Lipidos de membrana 

Las membranas poseen una gran diversidad de lipidos, todos los 
cuales son anfipaticos, esto es, que contienen regiones hidro- 
filicas e hidrofobas. Hay tres tipos principales de lipidos de la 
membrana: fosfogliceridos, esfingolipidos y colesterol. 
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Fosfogliceridos La mayoria de los lipidos de la membrana 
contiene un grupo fosfato que los convierte en fosfolipidos. 
Como la mayor parte de los fosfolipidos de la membrana se for¬ 
ma sobre una estructura de glicerol, se llaman fosfogliceridos 
(fig. 4-6«). A diferencia de los trigliceridos que tienen tres acidos 
grasos (pag. 48) y no son anfipaticos, los gliceridos de la mem¬ 
brana son diglkeridos y solo se esterifican dos grupos hidroxilo 
del glicerol para formar acidos grasos; el tercero se esterifica con 
un grupo fosfato hidrofilico. Si no se hacen mas sustituciones 
aparte del fosfato y las dos cadenas grasas acilo, la molecula se 
conoce como acido fosfatidico, que no existe en la mayoria de las 
membranas. En lugar de ello, los fosfogliceridos de la membrana 
tienen un grupo adicional unido con el fosfato, por lo general 
colina (forma fosfatidilcolina, PC), etanolamina (forma fosfati- 
diletanolamina, PE), serina (forma fosfatidilserina, PS) o inositol 
(forma fosfatidilinositol, PI).Todos estos grupos son pequenos e 
hidrofilicos y junto con el fosfato de carga negativa al que estan 
unidos crean un dominio muy hidrosoluble en un extremo de la 
molecula, llamado grupo cabeza. A pH fisiologico, los grupos 
cabeza de PS y PI tienen una carga global negativa, mientras 
que los de PC y PE son neutros. Sin embargo, las cadenas grasas 
acilo son hidrocarburos no ramificados hidrofobos de unos 16 a 
20 carbonos de longitud (fig. 4-6). Un acido graso de la mem¬ 
brana puede estar saturado del todo (es decir, carece de enlaces 
dobles), monoinsaturado (tiene un enlace doble) o poliinsatura- 
do (posee mas de un enlace doble). Los fosfogliceridos contie- 
nen a menudo una cadena grasa acilo insaturada y una saturada. 
En fechas recientes el interes se ha centrado en los claros bene- 
ficios para la salud de dos acidos grasos altamente insaturados 
(EPA y DHA) presentes en altas concentraciones en aceites de 
pescado. EPA y DHA contienen cinco y seis dobles enlaces, res- 
pectivamente, y se incorporan principalmente en moleculas PE 
y PC de determinadas membranas, de manera mas notable en 
encefalo y retina. EPA y DHA se describen como acidos grasos 
omega-3, porque su ultimo doble enlace se situa a tres carbo¬ 
nos del extremo omega (CH 3 ) de la cadena grasoacilo. Con las 
cadenas de acido graso al final de la molecula y un grupo cabeza 
polar en el otro extremo, los fosfogliceridos tienen un caracter 
anfipatico distintivo. 

Esfingolfpidos Una clase menos abundante de lipidos de 
membrana, los esfingolfpidos, son derivados de la esfingosina, 
un alcohol amino que contiene una larga cadena de hidrocar- 
buro (fig. 4-6$). Los esfingolipidos se forman con esfingosina 
enlazada con un acido graso (R en la figura 4-6$) por su gru¬ 
po amino. Esta molecula es una ceramida. Los diversos lipidos 
con base de esfingosina poseen grupos adicionales esterificados 


FIGURA 4-6 Estructura quimica de los lipidos de la membrana. a) Estruc- 
turas de los fosfogliceridos (vease tambien fig. 2-22). b ) Estructuras de los 
esfingolfpidos. La esfingomielina es un fosfolfpido; cerebrosidos y ganglio- 
sidos son glucolfpidos. Un tercer lfpido de la membrana es el colesterol, que 
se muestra en la figura siguiente. (R, cadena acilo grasa.) (La porcion verde 
de cada lfpido, que representa la cola hidrofoba de la molecula, es en realidad 
mucho mas larga que el grupo cabeza hidrofilico [vease fig. 4-21].) 
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con el alcohol terminal de la fraction esfingosina. Si la sustitu- 
cion es con fosforilcolina, la molecula es esfingomielina, que es 
el unico fosfolipido de la membrana que no se forma con una 
espina dorsal de glicerol. Si el sustituyente es un carbohidrato, 
la molecula es un glucolipido. Si el carbohidrato es un azucar 
simple, el glucolipido se llama cerebrosido ; si es un oligosacarido, 
se trata de un gangliosido. Ya que todos los esfingolipidos tienen 
dos largas cadenas hidrofobas de hidrocarburos en un extremo 
y una region hidrofilica en el otro, tambien son anfipaticos y 
similares a la estructura general de los fosfogliceridos. 

Los glucolipidos son componentes interesantes de la mem¬ 
brana. Se sabe relativamente poco sobre ellos, pero han surgido 
indicios que sugieren que tienen participation crucial en la fun- 
cion celular. El sistema nervioso es muy rico en glucolipidos. 
La vaina de mielina dibujada en la figura 4-5 tiene un alto con- 
tenido de un glucolipido particular llamado galactocerebrosido 
(mostrado en la figura 4-67) y que se forma cuando se agrega 
una galactosa a la ceramida. Los ratones que carecen de la enzi- 
ma que realiza esta reaction tienen temblores musculares inten- 
sos y al final began a la paralisis. De modo similar, las personas 
incapaces de sintetizar un gangliosido especifico (G M3 ) sufren 
una enfermedad neurologica grave caracterizada por convulsio- 
nes intensas y ceguera. Los glucolipidos tambien participan en 
ciertas enfermedades infecciosas; las toxinas que causan el colera 
y el botulismo entran a la celula bianco mediante la union previa 
con los gangliosidos de la superficie celular, tal como lo hace el 
virus de la influenza. 



FIGURA 4-7 Las moleculas de colesterol (mostradas en verde) de una bica- 
pa de lipidos estan orientadas con su extremo hidrofilico hacia la superficie 
externa de la bicapa y la mayor parte de su estructura empacada entre las 
colas de los acidos grasos de los fosfolipidos. La colocacion de las moleculas 
de colesterol interfiere con el empaquetado ajustado de los fosfolipidos, lo 
cual tiende a aumentar la fluidez de la bicapa. A diferencia de la mayoria de 
los lipidos de la membrana, el colesterol se distribuye a menudo de manera 
bastante uniforme entre las dos capas (hojas). (Reimpresa de H. L. Scott, 
Curr Opin Struct Biol 12:499, 2002, © 2002, con autorizacion de 
Elsevier Science.) 


Colesterol Otro componente lipidico de ciertas membranas 
es el esterol colesterol (vease fig. 2-21), que en ciertas celulas 
animales puede constituir hasta 50% de las moleculas de lipidos 
en la membrana plasmatica. Este compuesto no existe en las mem¬ 
branas plasmaticas de la mayoria de las plantas y todas las celulas 
bacterianas. El colesterol es mas pequeno que otros lipidos de la 
membrana y menos anfipatico. Las moleculas de colesterol se 
orientan con su pequeno grupo hidroxilo hidrofilico hacia la 
superficie de la membrana y el resto de la molecula permanece 
incrustado en la bicapa lipidica (fig. 4-7). Los anibos hidrofobos 
de una molecula de colesterol son pianos y rigidos e interfieren 
con los movimientos de las colas de los acidos grasos de los fos¬ 
folipidos (pag. 137). 

La naturaleza e importancia de la bicapa lipidica Cada 
tipo de membrana celular tiene su propia composition lipidica 
que difiere de las demas por los tipos de lipidos, la naturaleza 
de los grupos cabeza y las especies particulares de cadenas aci- 
lo grasas. Debido a esta variabbidad estructural, se estima que 
algunas membranas biologicas contienen cientos de especies 
quimicamente distintas de fosfolipidos. El cuadro 4-1 presenta 
los porcentajes de algunos de los principales tipos de lipidos de 
diversas membranas. Los lipidos de una membrana son mas que 
simples elementos estructurales; tienen efectos importantes en 
las propiedades biologicas de una membrana. La composition 
de los lipidos puede determinar el estado fisico de la membrana 
(pag. 137) e influir en la actividad de las proteinas particulares 
de la membrana. Los lipidos de la membrana tambien propor- 
cionan los precursores para los mensajeros quimicos muy activos 
que regulan la funcion celular (section 15.3). 

Varios tipos de mediciones indican que las cadenas acilo 
grasas combinadas de ambas hojas de la bicapa lipidica abarcan 
una anchura aproximada de 30 A y que cada hilera de grupos 
cabeza (con su cubierta adyacente de moleculas de agua) agrega 
15 A mas (vease la fiustracion initial del capitulo en la pagina 
120). Por lo tanto, toda la bicapa lipidica solo mide cerca de 60 
A (6 nm) de grosor. La presencia de membranas de esta delgada 


Cuadro 4-1 


Composiciones de lipidos de algunas 
membranas biologicas* 


Llpido 

Eritrocito 

humano 

Mielina 

humana 

Mitocondria de 
corazon bovino £. coli 

Acido fosfati'dico 

1.5 

0.5 

0 

0 

Fosfatidilcolina 

Fosfatidil- 

19 

10 

39 

0 

etanolamina 

18 

20 

27 

65 

Fosfatidilglicerol 

0 

0 

0 

18 

Fostatidiiserina 

8.5 

8.5 

0.5 

0 

Cardiolipina 

0 

0 

22.5 

12 

Esfingomielina 

17.5 

8.5 

0 

0 

Lrlucolipidos 

10 

26 

0 

0 

Colesterol 

25 

26 

3 

0 


* Los valores presentados son el porcentaje del peso del total de lipidos. 

Fuente: C. Tanford, The Hydrophobic Effect, pag. 109, © 1980, John Wiley 8c Sons, Inc. 
Reimpreso con autorizacion de John Wiley 8c Sons, Inc. 
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FIGURA 4-8 Las propiedades dinamicas delamembranaplasmatica. a) El 

borde lfder de una celula movil contiene muchas veces sitios en los que la 
membrana plasmatica presenta crestas ondulantes. b ) La division de una 
celula se acompana de la deformacion de la membrana plasmatica cuando se 
aproxima al centro de la celula. A diferencia de la mayoria de las celulas en 
division, la hendidura de separation de este huevo de ctenoforo comienza 


en un polo y avanza en una sola direction por todo el huevo. c ) Las mem- 
branas son capaces de fusionarse con otras membranas. Este espermatozoi- 
de y ovulo estan en una etapa que conduce a la fusion de sus membranas 
plasmaticas. (. A , Cortesia de Jean-Paul Revel; B , Cortesia de Gary 
Freeman; C, Cortesia de A. L. Colwin y L. H. Colwin.) 


hoja doble de moleculas de lipidos anfipaticos tiene consecuen- 
cias notables en la estructura y funcion celulares. Debido a con- 
sideraciones termodinamicas, las cadenas de hidrocarburos de la 
bicapa de lipidos nunca quedan expuestas a la solution acuosa 
circundante. Por consiguiente, nunca se ve que las membranas 
tengan un borde libre; siempre son estructuras continuas e inte- 
gras. Como resultado, las membranas forman extensas redes 
interconectadas dentro de la celula. Gracias a la flexibilidad de 
la bicapa de lipidos, las membranas son deformables y su forma 
puede cambiar, como sucede durante la locomotion (fig. 4-8«) 
o la division celular (fig. 4-8$). Se cree que la bicapa de lipidos 
facilita la fusion regulada o gemacion de las membranas. Por 
ejemplo, los fenomenos de la secretion, en los que las vesicu- 
las citoplasmicas se fusionan con la membrana plasmatica, o los 
sucesos de la fecundation, en los que dos celulas se fusionan 
para formar una sola (fig. 4-8c), implican procesos en los que dos 
membranas separadas se unen para convertirse en una hoja con- 
tinua (vease fig. 8-32). En este capitulo y los siguientes queda 
clara la importancia de la bicapa lipidica para el mantenimiento 
de la composition interna apropiada de una celula, para separar 
las cargas electricas a traves de la membrana plasmatica y en 
muchas otras actividades celulares. 

Otra caracteristica relevante de la bicapa de lipidos es su 
capacidad para ensamblarse a si misma, lo cual puede demos- 
trarse con mayor facilidad dentro de un tubo de ensayo que en 
una celula viva. Por ejemplo, si se dispersa una pequena canti- 
dad de fosfatidilcolina en una solution acuosa, las moleculas de 
fosfolipido se ensamblan de manera espontanea para formar las 
paredes de vesiculas esfericas llenas con liquido llamadas lipo- 
somas. Las paredes de estos liposomas consisten en una bicapa 
lipidica continua que se organiza de la misma forma que la bica¬ 
pa lipidica de una membrana natural. Los liposomas han sido 
invaluables en la investigation de las membranas. Las proteinas 


de la membrana pueden insertarse en los liposomas para estu- 
diar su funcion en un ambiente mucho mas simple que el de una 
membrana natural. Los liposomas tambien se prueban como 
vehiculos para conducir farmacos o moleculas de DNA dentro 
del cuerpo. Los farmacos o DNA pueden unirse con la pared del 
liposoma o tal vez quedar contenidos en altas concentraciones 
dentro de su luz (fig. 4-9). En estos estudios se construyen las 
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FIGURA 4-9 Liposomas. Esquema de un liposoma fiirtivo que contiene un 
polimero hidrofilico (como el polietilenglicol) para protegerlo de la destruc- 
cion por las celulas inmunitarias, moleculas de anticuerpos que lo dirigen 
contra los tejidos corporales especificos, un farmaco hidrosoluble encerrado 
en una camara interior llena con liquido y un farmaco liposoluble en la 
bicapa. 
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paredes de los liposomas para que contengan protemas espetifi- 
cas (como anticuerpos u hormonas) que permiten que los lipo¬ 
somas se unan en forma selectiva con las superficies de celulas 
bianco particulares a las que se pretende que llegue el farmaco 
o el DNA. La mayor parte de los estudios clinicos iniciales con 
liposomas fracaso porque las vesiculas inyectadas se eliminaron 
poco despues por accion de las celulas fagociticas del sistema 
inmunitario. Este obstaculo se salvo con el desarrollo de los 11a- 
mados “liposomas furtivos” que tienen una cubierta externa de 
un polimero sintetico que protege a los liposomas de la destruc¬ 
tion inmunitaria (fig. 4-9). 

Carbohidratos de la membrana 

Las membranas plasmaticas de celulas eucariotas contienen car¬ 
bohidratos unidos en forma covalente a los componentes lipidi- 
cos y proteicos (vease fig. 4-4c). Segun sean la especie y el tipo de 
celula, el contenido de carbohidrato de la membrana plasmatica 
varia entre 2 y 10% de su peso. Mas de 90% de los carbohidratos 
de la membrana se une mediante enlaces covalentes a las pro¬ 
temas para formar glucoproteinas; los carbohidratos restantes se 
unen en forma covalente a los lipidos para formar glucolipidos, 
que se describen en la pagina 127. Como se indica en la figura 
4-4r, todos los carbohidratos de la membrana plasmatica estan 
de frente al espacio extracelular. 1 El carbohidrato de las mem¬ 
branas celulares internas tambien se dirige al lado contrario del 
citosol (la base que explica esta orientation se ilustra en la figura 
8-14). 

La modification de protemas se expuso de manera breve en 
la pagina 53. La adicion de carbohidrato, o glicosilacion (glu- 
cosilacion si el carbohidrato en un azucar) es la mas compleja de 
tales modificaciones. El carbohidrato de las glucoproteinas se 
encuentra en forma de oligosacaridos cortos y ramificados, casi 
siempre con menos de 15 azucares por cadena. En contraste con 
la mayoria de los carbohidratos de alto peso molecular (como 
glucogeno, almidon o celulosa) que son polimeros de un solo 
azucar, los oligosacaridos unidos con las protemas y lipidos de la 
membrana tienen composition y estructura muy variables. Los 
oligosacaridos pueden unirse con varios aminoacidos diferentes 
mediante dos tipos principales de enlaces (fig. 4-10). Estas pro- 
yecciones de carbohidratos tienen un papel en la mediation de 
las interacciones de una celula con su ambiente (cap. 7) y para 
destinar a las protemas de la membrana a los diferentes com- 
partimientos celulares (cap. 8). Los carbohidratos de los glucoli¬ 
pidos de la membrana plasmatica de los eritrocitos determinan 
si el tipo sanguineo de la persona es A, B, AB u 0 (fig. 4-11). 
Una persona con tipo sanguineo A posee una enzima que agre- 
ga una IV-acetilgalactosamina al extremo de la cadena, mientras 
que una persona con sangre tipo B tiene una enzima que agrega 
galactosa al final de la cadena. Estas dos enzimas se codifican en 
versiones alternativas del mismo gen, aunque reconocen dife¬ 
rentes sustratos. Las personas con sangre tipo AB tienen ambas 
enzimas, mientras que aquellas personas con sangre tipo 0 care- 
cen de enzimas capaces de unirse a ningun azucar terminal. 


1 Puede observarse que aunque el fosfatidilinositol contiene un grupo azu¬ 
car (fig. 4-6), en esta discusion no se considera parte de la porcion carbohi¬ 
drato de la membrana. 


Asparagina 



Serina (X=H) 
Treonina (X=CH 3 ) 



FIGURA 4-10 Dos tipos de enlaces que unen azucares con una cadena poli- 
peptidica. El enlace 7V-glucosidico entre la asparagina y iV-acetilglucosami- 
na es mas frecuente que el enlace O-glucosidico entre la serina o treonina y 
la 7V-acetilgalactosamina. 



FIGURA 4-11 Antigenos de grupo sanguineo. Que una persona tenga grupo 
sanguineo A, B, AB u O depende de una cadena corta de azucares unida 
mediante enlaces covalentes con los lipidos de membrana y protemas de la 
membrana celular eritrocitaria. Aqui se muestran los oligosacaridos unidos 
con los lipidos de membrana (que forman un gangliosido) para producir 
los tipos sanguineos A, B y O. Una persona con tipo sanguineo AB tiene 
gangliosidos con las estructuras A y B. (Gal, galactosa; GlcNAc, 7V-acetil- 
glucosamina; Glu, glucosa; Fuc, fucosa; GalNAc, 7V-acetilgalactosamina.) 
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REVISION 


1. Dibuje la estructura basica de los principales tipos de lipi- 
dos que hay en las membranas celulares. ^En que difieren 
los esfingollpidos de los glicerolipidos?, ^cuales son los 
fosfolipidos?, ^que son los glucolipidos?, ^como se orga- 
nizan estos lipidos en una capa doble?, <;que importancia 
tiene la bicapa para las actividades de la membrana? 

2. <;Que es un liposoma?, ^como se usan los liposomas en 
los tratamientos medicos? 

3. <;Que es un oligosacarido?, ,;en que forma se vincula con 
las proteinas de la membrana?, ,;c6mo se relaciona con los 
tipos sanguineos humanos? 



4.4 LA ESTRUCTURA Y FUNCIONES _ 

DE LAS PROTEINAS DE LA MEMBRANA 

Dependiendo el tipo celular y el organelo en particular 
dentro de esa celula, una membrana puede contener cientos de 
proteinas diferentes. Cada proteina de la membrana posee una 
orientacion definida en relacion con el citoplasma para que las 
propiedades de una superficie de la membrana sean muy distin- 
tas respecto de las de otra superficie. Esta asimetria se conoce 
como “lateralidad” de la membrana. Por ejemplo, en la mem¬ 
brana plasmatica las partes de las proteinas de membrana que 
interactuan con otras celulas o con ligandos extracelulares se 
proyectan hacia fuera, al espacio extracelular, en tanto que las 
partes de las proteinas de membrana que interactuan con mole- 
culas del citoplasma se proyectan hacia el citosol. Las proteinas 
de membrana pueden agruparse en tres clases distintas que se 
distinguen por su estrecha relacion con la bicapa lipidica (fig. 
4-12). Estas son las siguientes: 

1. Proteinas integrates que penetran la bicapa de lipidos. Las 
proteinas integrales son proteinas transmembranosas, esto 
es, que cruzan toda la bicapa de lipidos y tienen dominios 
que sobresalen por ambos lados de la membrana, extracelu¬ 
lar y citoplasmico. Algunas proteinas integrales tienen solo 
un segmento que abarca la membrana, mientras que otras la 
cruzan varias veces. Los estudios de secuencia del genoma 
sugieren que las proteinas integrales de la membrana consti- 
tuyen de 20 a 30% de todas las proteinas codificadas. 

2. Proteinas perifericas que se localizan en su totalidad fuera 
de la bicapa de lipidos, ya sea en el lado citoplasmico o extra¬ 
celular, aunque se relacionan con la superficie de la membra¬ 
na mediante enlaces no covalentes. 

3. Proteinas fijadas con lipidos que se localizan fuera de la 
bicapa de lipidos, ya sea en la superficie extracelular o la cito- 
plasmica, pero que tienen enlaces covalentes con una mole- 
cula de lipidos que se situa dentro de la bicapa. 


Proteinas integrales de membrana 

La mayoria de las proteinas integrales de membrana participan 
en las siguientes funciones: como receptores que se unen a sus- 
tancias especificas en la superficie de la membrana, como cana- 



FIGURA 4-12 Tres clases de proteina de membrana. a) Por lo general, las 
proteinas integrales contienen una o mas helices transmembranosas (vease 
la figura 5-4 en relacion con una exception). b) Las proteinas perifericas se 
unen mediante enlaces no covalentes con los grupos cabeza polares de la 
bicapa de lipidos o una proteina integral de la membrana, o ambos. c ) Las 
proteinas fijadas con lipidos se unen a traves de enlaces covalentes con un 
grupo lipidico que reside en la membrana. El lipido puede ser fosfatidilino- 
sitol, un acido graso o un grupo prenilo (un hidrocarburo de cadena larga 
formado con unidades isoprenoides de cinco carbonos). I, inositol; GlcNAc, 
A-acetilglucosamina; Man, manosa; Etn, etanolamina; GPI, glucosilfosfa- 
tidilinositol. 
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les o transportadores implicados en el movimiento de iones y 
solutos a traves de la membrana, o como agentes que transfieren 
electrones durante los procesos de fotosmtesis y respiration. A1 
igual que los fosfollpidos de la bicapa, las proteinas integrales de 
membrana tambien son anfipaticas y tienen porciones hidrofo- 
bas e hidrofflicas. Como se describe mas adelante, las porciones 
de una proteina integral de membrana que residen dentro de la 
bicapa lipidica tienden a tener un caracter hidrofobo. Los resi- 
duos de aminoacidos de estos dominios transmembranosos for- 
man interacciones de van der Waals con las cadenas acilo grasas 
de la bicapa, lo cual sella a la proteina dentro de la “pared” de 
lipidos de la membrana. Como resultado, se conserva la barre- 
ra permeable y la proteina queda en contacto directo con las 
moleculas de lipido circundantes. Las moleculas de lipidos que 
tienen una relation estrecha con una proteina de membrana 
pueden tener un papel esencial en la actividad de la proteina. 
Las porciones de la proteina integral de membrana que se pro- 
yectan hacia el citoplasma o el espacio extracelular tienden a ser 
mas parecidas a las proteinas globulares descritas en la section 


Exterior 



(a) 


2.5. Estos dominios no embebidos en la membrana poseen a 
menudo superficies hidrofflicas que interactuan con las sustan- 
cias hidrosolubles (sustratos de bajo peso molecular, hormonas 
y otras proteinas) en el borde de la membrana. Varias familias 
grandes de proteinas de membrana contienen un canal interior 
que constituye una via de paso acuosa a traves de la bicapa de 
lipidos. El recubrimiento de estos canales casi siempre contiene 
residuos hidrofilicos en sitios clave. Como se describe mas ade¬ 
lante, no es necesario que las proteinas integrales esten fijas, sino 
que pueden moverse en sentido lateral dentro de la membrana 
misma. 

Distribution de proteinas integrates: analisis porcongela- 
miento y fractura El concepto de que las proteinas penetran 
las membranas en lugar de solo mantenerse en la superficie de 
ellas derivo sobre todo de los resultados de una tecnica llamada 
replication con fractura-congelamiento (vease section 18.2). 
En este procedimiento, el tejido se congela y luego se golpea 
con una navaja, lo cual fractura el bloque en dos fragmentos. 
Cuando esto ocurre, el piano de fractura sigue a menudo un 
trayecto entre las dos hojas de la bicapa lipidica (fig. 4-13a). Una 
vez que las membranas se separan de esta manera, se depositan 
metales sobre las superficies expuestas para formar una replica 
sombreada que se observa al microscopio electronico (vease fig. 
18-17). Como se muestra en la figura 4-137, la replica parece un 
camino salpicado de guijarros, llamados particulas asociadas con 
la membrana. Como el piano de fractura pasa por el centra de la 
capa doble de lipidos, la mayoria de estas particulas corresponde 
a proteinas integrales de la membrana que se extienden por lo 
menos hasta la mitad de la distancia al centra lipidico. Cuando 
el piano de fractura llega a una particula determinada, la rodea 
en lugar de partirla por la mitad. Por consiguiente, cada proteina 
(particula) se separa con una mitad de la membrana plasmatica 
(fig. 4-13 c) y deja un hoyuelo correspondiente en la otra mitad 
(vease fig. 7-30r). Uno de los grandes valores de la tecnica por 
congelamiento y fractura es que permite investigar la heteroge- 
neidad microscopica de la membrana. Las diferencias localizadas 


p 

" \ 


(b) 0.2 pm 



FIGURA 4-13 Congelamiento y fractura: una tecnica para investigar la 
estructura de la membrana celular. a ) Cuando un bloque de tejido conge- 
lado se golpea con la hoja de una navaja, un piano de fractura recorre el teji¬ 
do y muchas veces sigue un trayecto que pasa por la parte intermedia de la 
bicapa lipidica. El piano de fractura pasa alrededor de las proteinas en lugar 
de romperlas por la mitad y se separan con alguna de las dos mitades de la 
bicapa. Las caras expuestas en el centro de la bicapa pueden cubrirse con un 
deposito metalico para formar una replica metalica. Estas caras expuestas se 
conocen como cara E, o ectoplasmica, y cara P, o protoplasmica. b ) Replica 
de un eritrocito humano congelado y fracturado. La cara de fractura P se 
ve cubierta con particulas de unos 8 nm de diametro. Una pequena cresta 
(flecha) marca la union de la cara de particulas con el hielo circundante. 
c) Esta micrografia muestra la superficie de un eritrocito que se congelo y 
luego fracturo, pero en lugar de preparar una replica, la celula se descongelo, 
fijo y trato con un marcador para los grupos carbohidrato que se proyectan 
desde la superficie externa de la proteina integral glucoforina (fig. 4-17). 
Los cortes delgados de la celula fracturada y marcada revelan que las mole¬ 
culas de glucoforina (particulas negras) se separaron en forma preferencial 
con la mitad externa de la membrana. La linea roja muestra el trayecto del 
piano de fractura. ( B , tomada de Thomas W.Tillack y Vincent T. Mar- 
chesi, J Cell Biol 45:649,1970; C, tomada de Pedro Pinto Da Silva y 
Maria R.Torrisi,J Cell Biol 93:467,1982. B , C, con autorizacion de 

LOS DERECHOS RESERVADOS DE ROCKEFELLER UNIVERSITY PRESS.) 





132 Capitulo 4 LA ESTRUCTURA Y FUNCION DE LA MEMBRANA PLASMATICA 


en partes de la membrana sobresalen en estas replicas y pueden 
identificarse (como lo ilustra la replica de una zona de oclusion 
que se muestra en la figura 7-32 a). En cambio, los analisis bio- 
quimicos proporcionan un promedio de tales diferencias. 

Estudio de la estructura y propiedades 
de las protemas integrates de la membrana 

A causa de sus dominios hidrofobos transmembranosos,las pro¬ 
temas integrates de la membrana son dificiles de aislar en su 
forma soluble. Por lo general, la extraction de estas protemas de 
la membrana requiere el uso de un detergente, como el deter- 
gente ionico (cargado) SDS (que desnaturaliza las protemas) o 
el no ionico (sin carga) Triton X-100 (que casi nunca altera la 
estructura terciaria de la proteina). 

CH3-(CH 2 )ii-0S0 3 -Na + 

Sulfato de dodecilo sodico (SDS) 

ch 3 ch 3 

CH 3 -C-CH 2 -C-0-(O-CH 2 -CH 2 )io-OH 

ch 3 ch 3 

Triton X-100 

A1 igual que los lipidos de la membrana, los detergentes son 
anfipaticos y se componen de un extremo polar y una cadena de 
hidrocarburo no polar (vease fig. 2-20). Como consecuencia 
de esta estructura, los detergentes pueden sustituir a los fosfoli- 
pidos para estabilizar a las protemas integrales mientras las vuel- 
ven solubles en solution acuosa (fig. 4-14). Una vez que las 
protemas ya se disolvieron por action del detergente, pueden 
realizarse varios procesos analiticos para identificar su composi¬ 
tion de aminoacidos, masa molecular, secuencia de aminoacidos, 
etcetera. 

Los investigadores han tenido muchas dificultades para 
obtener cristales de la mayoria de las protemas integrales de la 
membrana para usarlos en la cristalografia con rayos X. De 
hecho, menos de 1% de las estructuras proteinicas de alta reso¬ 
lution conocidas representan protemas integrales de membrana 
(vease una galena actualizada en http://blanco.biomol.uci.edu/ 
Membrane_Proteins_xtal.html). 2 Ademas, la mayoria de estas 
estructuras representan versiones procariotas de una proteina 
especifica, que a menudo son mas pequenas que sus homologas 
eucariotas y mas faciles de obtener en grandes cantidades. Una 
de las primeras protemas de membrana cuya estructura tridi¬ 
mensional completa se conocio mediante cristalografia con 
rayos X se muestra en la figura 4-15. Esta proteina, el centra de 


2 Muchas protemas integrales de membrana tienen una porcion considera¬ 
ble presente en el citoplasma o el espacio extracelular. En muchos casos, esta 
porcion soluble se separo del dominio transmembranoso, se cristalizo y se 
identified su estructura terciaria. Aunque esta tecnica aporta datos valiosos 
sobre la proteina, no suministra informacion sobre la orientacion de la pro¬ 
teina dentro de la membrana. En la seccion Vias experimentales de la pagi- 
na 173 se analiza otro metodo cristalografico para el estudio de las protemas 
de membrana, en el que se usa el microscopio electronico en vez de la 
difraccion de rayos X. 
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FIGURA 4-14 Disolucion de las protemas de membrana con detergentes. 

Los extremos no polares de las moleculas de detergente se relacionan con 
los residuos no polares de la proteina que estaban en contacto con las cade- 
nas de acido graso de la bicapa lipidica. En cambio, los extremos polares de 
las moleculas detergentes interactuan con las moleculas de agua circun- 
dantes, lo que mantiene la proteina en solucion. Como se muestra aqui, los 
detergentes no ionicos disuelven las protemas de membrana sin romper su 
estructura. 


reaction fotosintetico bacteriano, posee tres subunidades que 
contienen 11 helices alfa que cruzan toda la membrana. Algunas 
de las dificultades tecnicas para preparar cristales de protemas de 
membrana se han salvado con las nuevas metodologias y con 
grandes esfuerzos. Por ejemplo, en un estudio reciente los inves¬ 
tigadores pudieron obtener cristales de alta calidad de un trans- 
portador bacteriano despues de probar y depurar mas de 95 000 
condiciones diferentes para la cristalizacion. A pesar del exito 
creciente obtenido en la cristalizacion de protemas, los investi¬ 
gadores aun dependen en buena medida de tecnicas indirectas 
para conocer la organization tridimensional de la mayoria de las 
protemas de membrana. En los parrafos siguientes se analizan 
algunas de estas medidas. 



FIGURA 4-15 Proteina integral que reside en la membrana plasmatica. 

Estructura terciaria del centro de la reaccion fotosintetica de una bacteria 
reconocida por cristalografia por rayos X. La proteina contiene tres poli- 
peptidos diferentes que cruzan la membrana, mostrados en amarillo, azul 
claro y azul oscuro. Es evidente la naturaleza helicoidal de cada uno de los 
segmentos transmembranosos. (Tomada de G. Feher, J. P. Allen, M. Y. 
Okamura et al.; reimpresa con autorizacion de Nature 339:113, 
1989; © 1989, Macmillan Magazines Limited.) 
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FIGURA 4-16 Procedimiento experimental para identificar la orientation 
de la proteina dentro de una membrana plasmatica. La membrana hipo- 
tetica que se estudia contiene cinco proteinas distintas. a ) El tratamiento de 
las celulas intactas con la enzima no penetrante tripsina produce digestion 
de las porciones de las proteinas que se proyectan hacia el medio externo. 
En cambio, cuando una celula que se volvio permeable (por extraction con 
detergentes no ionicos o por exposition a un medio hipotonico), las porcio¬ 
nes de las proteinas de membrana que se proyectan al citoplasma tambien 


son accesibles a la digestion proteolitica. b) Esquema de los resultados de la 
electroforesis en gel de poliacrilamida con SDS (SDS-PAGE) que muestra 
el patron de bandas obtenido del experimento descrito en a. La velocidad 
con la que una proteina migra durante la electroforesis es inversamente pro- 
porcional a su masa molecular. Por lo tanto, la elimination de partes de la 
proteina hace que se mueva con mas rapidez hacia el fondo del gel. La figura 
4-31 c muestra un ejemplo de un gel SDS-PAGE. 


Determination de la lateralidad de la membrana. ^Que partes de 
una proteina integral de membrana se proyectan en el citoplas¬ 
ma y cuales sobresalen hacia el exterior de la celula? La res- 
puesta puede obtenerse en forma experimental con agentes no 
penetrantes que marcan o modifican las proteinas. ^Que suce- 
deria si una preparation de celulas intactas se tratara con una 
enzima proteolitica, como la tripsina, que es demasiado grande 
para penetrar la membrana plasmatica (fig. 4-16 a, flecha supe¬ 
rior)? Las partes de las proteinas de membrana que se situan en 
la superficie externa de la bicapa de lipidos se someterian a la 
digestion por la enzima agregada, pero las partes interiores de 
la bicapa o en la cara citoplasmica de la membrana quedarian 
intactas. El efecto del tratamiento puede vigilarse si se extraen 
las proteinas y se las somete a electroforesis en gel con SDS- 
poliacrilamida (se describe con detalle en la section 18.7). Las 
proteinas de las que se digirio una proportion significativa de 
su estructura migrarian a una position mas baja en el gel que la 
misma proteina de una membrana no tratada (fig. 4-167). Para 
establecer si una portion de una proteina sobresale por la cara 
citoplasmica de la membrana, las celulas pueden volverse per- 
meables mediante el tratamiento con detergentes no ionicos o 
por choque osmotico (vease fig. 4-317). En estas condiciones, la 
membrana plasmatica ya no actua como barrera a la penetration 
de la enzima proteolitica, por lo que las porciones citoplasmicas de 
la proteina tambien se someten a la digestion (porciones inferio- 
res en la figura 4-16a, 7). 

Identification de dominios transmembranosos. ;Que segmentos 
de la cadena polipeptidica estan incrustados en la bicapa de lipi¬ 
dos? La identification de estos dominios transmembranosos 
casi siempre se predice con base en la secuencia de aminoacidos 
de la proteina, la cual se infiere de la secuencia de nucleotidos de 
un gen aislado. Los segmentos de una proteina que se presupo- 


ne cruzan la membrana casi siempre consisten en una cadena 
de alrededor de 20 aminoacidos de predominio no polar que 
adoptan una estructura secundaria helicoidal alfa. 3 La figura 
4-17 muestra la estructura quimica de una sola helice transmem- 
branosa, que tiene la estructura bidimensional de la glucofori- 
na A, la principal proteina integral de la membrana plasmatica 
eritrocitaria. De los 20 aminoacidos que constituyen la unica 
helice alfa de la glucoforina (aminoacidos 73 a 92 de la figura 
4-17), todos excepto tres tienen cadenas laterales hidrofobas (o 
un atomo H en el caso de los residuos de glicina). Las exceptio¬ 
ns son serina y treonina, que son residuos sin carga localizados 
principalmente en el extremo del segmento embebido cerca de 
los grupos cabeza lipidicos. 

Al conocer la secuencia de aminoacidos de una proteina 
integral de la membrana, casi siempre pueden identificarse los 
segmentos transmembranosos si se utiliza la grdfica hidropatica, 
en la que a cada sitio del polipeptido se le asigna un valor que 
proporciona una medida de la hidrofobicidad del aminoacido en 
ese sitio, asi como la de sus vecinos. Esta tecnica suministra un 
“promedio continuo” de la hidrofobia de secciones cortas del 


3 En la pagina 55 se senalo que la helice alfa es una conformation favorecida 
por que permite la formation de un numero maximo de enlaces hidrogeno 
entre los residuos de aminoacidos vecinos, lo que crea una configuration 
muy estable (de baja energia). Esto adquiere importancia particular para un 
polipeptido que abarca la membrana y esta rodeado por cadenas de acido 
graso, por lo que no puede formar enlaces de hidrogeno con un solvente 
acuoso. Las helices transmembranosas tienen por lo menos 20 aminoacidos 
de longitud porque esta es la extension minima de un polipeptido capaz de 
abarcar la bicapa de lipidos de 30 A de espesor. Se ha encontrado que unas 
pocas proteinas integrales de membrana contienen helices que penetran la 
bicapa pero no la atraviesan. Un ejemplo es la helice P de la figura 4-38. 
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Bicapa 


FIGURA 4-17 Glucoforina A, una proteina integral con 
un solo dominio transmembranoso. La helice alfa unica 
que pasa por la membrana consiste sobre todo en resi- 
duos hidrofobos. Los cuatro residuos de aminoacidos con 
carga positiva del dominio citoplasmico de la membra¬ 
na forman enlaces ionicos con los grupos cabeza de los 
lipidos que tienen cargas negativas. Los carbohidratos se 
unen con varios residuos de aminoacidos en la superficie 
externa de la protema (mostrada en el inserto). Excepto 
por uno, los 16 oligosacaridos son cadenas pequenas con 
enlace 0 (la excepcion es un oligosacarido mas grande 
enlazado con el residuo de asparagina en la position 26). 
El pap el de la glucoforina en la membrana eritrocitaria se 
describe en la pagina 146. 


polipeptido y garantiza que uno o algunos aminoacidos pola- 
res de una secuencia no alteren el perfil de todo el segmento. 
La hidrofobicidad de los aminoacidos puede determinarse con 
varios criterios, como su solubilidad en lipidos o la energia nece- 
saria para transferirlos de un medio acuoso a uno lipidico. La 
figura 4-18 muestra una grafica de hidropatia para la gluco¬ 
forina A. Por lo general, los segmentos transmembranosos se 
identifican como el pico irregular que se extiende dentro del lado 
hidrofobo del espectro. Las mas de las veces puede formularse una 
suposicion racional de la orientation del segmento transmembra¬ 
noso dentro de la bicapa si se examina la naturaleza de los residuos 
de aminoacidos que flanquean dicho segmento. En la mayo- 
ria de los casos, como se ilustra con la glucoforina en la figura 
4-17, esas partes del polipeptido en el flanco citoplasmico de un 
segmento transmembranoso tienden a mostrar una carga mas 
positiva que los que estan en el flanco extracelular. 

No todas las proteinas integrales de membrana contienen 
helices alfa transmembranosas. Varias proteinas de membrana 
poseen un canal relativamente grande situado al interior de un 
circulo de cadenas beta que cruzan la membrana organizadas 
en forma de barril, como se ilustra en la figura 5-4. Hasta ahora 
solo se han encontrado los canales acuosos formados por barri- 
les beta en las membranas externas de bacterias, mitocondrias y 
cloroplastos. 

Detennmacioii de la relation espacial dentro de una protema inte¬ 
gral de membrana. Supongase que ya se aislo el gen para una 
protema integral de la membrana y, con base en su secuencia de 
nucleotidos, se establece que contiene cuatro helices alfa apa- 
rentes que cruzan la membrana. Tal vez se desearia conocer la 
orientation de estas helices entre ellas y que lado de la cade- 
na de aminoacido de cada cara de la helice se proyecta hacia el 
ambiente lipidico. Aunque estas determinaciones son dificiles 
de realizar sin modelos estructurales detallados, puede obte- 
nerse information relevante por la mutagenesis dirigida a sitios 


especificos, es decir, mediante la introduction de cambios en el 
gen que codifica la protema (section 18.18). Por ejemplo, puede 
usarse la mutagenesis dirigida a un sitio especifico para sustituir 
los residuos de aminoacidos en helices vecinas con residuos de 
cisteina. Como se explica en la pagina 53, dos residuos de cistei- 
na son capaces de formar un puente disulfuro covalente. Si dos 
helices transmembranosas de un polipeptido tienen un residuo 
de cisteina cada una y estos dos residuos de cisteina pueden for¬ 
mar un puente disulfuro entre si, estas helices deben estar muy 



FIGURA 4-18 Grafica de hidropatia para la glucoforina A, una proteina 
unica que cruza la membrana. La hidrofobia se mide por la energia libre 
requerida para transferir cada segmento del polipeptido de un solvente no 
polar a un medio acuoso. Los valores por arriba de la linea cero requieren 
energia (+AG), lo que indica que consisten en series de aminoacidos que 
tienen cadenas laterales de predominio no polar. Los picos que se proyectan 
por arriba de la linea roja se interpretan como un dominio transmembra¬ 
noso. 
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FIGURA 4-19 Determinacion del empaque de helices en una proteina de 
membrana por enlaces cruzados dirigidos a un sitio. En estos experimen- 
tos se introducen pares de residuos de cistefna en la proteina por mutagene¬ 
sis dirigida a un sitio particular y se identifica la capacidad de las cistemas 
para establecer enlaces disulfuro. Las graficas de hidropatfa y otros datos 
indican que la permeasa de lactosa tiene 12 helices transmembranosas. Se 
encontro que una cistefna introducida en la posicion 242 de la helice VII 
puede establecer enlaces cruzados con la cistefna introducida en la posicion 
28 o 29 de la helice I. Una cistefna en la posicion 245 de la helice VII puede 
establecer enlaces cruzados con las cistemas en la posicion 52 o 53 de la 
helice II. Asf se establece la proximidad de estas tres helices. (La estructura 
por rayos X de esta proteina se publico en 2003.) (Reimpresa a partir de 
H. R. Kaback,J. Voss y J. Wu; Curr Opin Struct Biol 7:539,1997; © 
1997, CON AUTORIZACION DE ELSEVIER SCIENCE.) 


proximas entre si. En la figura 4-19 se muestran los resultados 
de un estudio de enlaces cruzados dirigidos a sitios espetificos 
sobre la permeasa de lactosa, una proteina transportadora de 
azucar de las membranas celulares bacterianas. En este caso se 
encontro que la helice VII esta muy cercana a las helices I y II. 

La identification de las relaciones espaciales entre los ami- 
noacidos en una proteina de membrana puede aportar mas que 
datos estructurales; puede informar a un investigador sobre 
algunos de los fenomenos dinamicos que ocurren cuando una 
proteina lleva a cabo su funcion. Una forma de conocer la dis- 
tancia entre residuos seleccionados de una proteina consiste en 
introducir grupos quimicos cuyas propiedades sean sensibles a la 
distancia que los separa. Los nitroxidos son grupos quimicos que 
contienen un electron non, lo cual produce un espectro caracte- 
ristico cuando se evalua con una tecnica llamada espectroscopia 
por resonancia paramagnetica electronica (EPR). Puede introdu- 
cirse un grupo nitroxido en cualquier sitio en una proteina si 
primero se muta ese sitio para que tenga una cisteina y luego se 
une el nitroxido al grupo —SH del residuo de cisteina. La figu¬ 
ra 4-20 muestra como se uso esta tecnica para descubrir los 
cambios en la conformation que ocurren en una proteina de 
membrana cuando su canal se abre como respuesta a los cambios 
en el pH del medio. La proteina en cuestion, un canal bacteriano 
para el potasio, es un tetramero compuesto por cuatro subunida- 
des identicas. La abertura citoplasmica al canal esta limitada por 
cuatro helices transmembranosas, una de cada subunidad de la 
proteina. La figura 4-20« muestra los espectros EPR que se obtu- 
vieron cuando se introdujo un nitroxido cerca del extremo cito- 
plasmico de cada helice transmembranosa. La linea roja muestra 
el espectro obtenido a pH 6.5 cuando el canal esta cerrado y 
la linea azul el espectro a pH 3.5 cuando el canal esta abierto. 



FIGURA 4-20 Uso de la espectroscopia por RPE 
para vigilar los cambios de la conformation de un 
canal ionico bacteriano para K + cuando se abre 
y cierra. a) Espectros por RPE de los nitroxidos 
que se unieron con residuos de cistefna cerca del 
extremo citoplasmico de las cuatro helices trans¬ 
membranosas que recubren el canal. El residuo 
de cistefna de cada helice sustituye a un residuo de 
glicina que normalmente ocupa esa posicion. Las 
formas de los espectros dependen de las distancias 
entre los electrones nones en los nitroxidos en las 
diferentes subunidades. (Los nitroxidos se descri- 
ben como “etiquetas de giro” y esta tecnica se cono- 
ce como etiquetado de giro dirigido a un sitio.) b ) 

Un modelo muy esquematico del canal ionico en sus estados abierto y cerra¬ 
do con base en los datos de la parte a. La abertura del canal se acompana del 
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movimiento de los cuatro grupos nitroxido para separarse unos de otros. {A, 
tomada de E. Perozo et al., Nature Struct Biol 5:468,1998.) 
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La forma de cada linea depende de la proximidad de los nitroxi- 
dos entre si. El espectro es mas ancho en un pH de 6.5 porque 
los grupos nitroxido de las cuatro subunidades estan mas proxi- 
mos entre si. El espectro es mas amplio a pH de 6.5 porque los 
grupos nitroxido sobre las cuatro subunidades estan mas cerca 
entre si a este pH, lo cual disminuye la intensidad de sus senales 
de EPR. Estos resultados indican que la activation del canal se 
acompana de un aumento de la separation entre los residuos 
marcados de las cuatro subunidades (fig. 4-20$). Un aumento 
del diametro de la abertura del canal permite que los iones del 
citoplasma lleguen a la via permeable real (mostrada en rojo) 
dentro del canal, lo que posibilita solo el paso de los iones K + 
(descrito en la pagina 153).Tambien puede recurrirse a una tec- 
nica alternativa, llamada FRET, para medir los cambios en la 
distancia entre los grupos marcados dentro de una proteina, 
como se ilustra en la figura 18-8. 

Protefnas perifericas de membrana 

Las proteinas perifericas se relacionan con la membrana median- 
te enlaces electrostaticos debiles (vease la figura 4-12$). Por lo 
general, las proteinas perifericas pueden solubilizarse mediante 
la extraction con soluciones salinas en altas concentraciones que 
debilitan los enlaces electrostaticos que mantienen las proteinas 
perifericas en una membrana. En realidad, la distincion entre las 
proteinas integrales y perifericas es vaga porque muchas protei¬ 
nas integrales de membrana estan formadas por varios polipep- 
tidos, algunos de los cuales penetran la bicapa lipidica y otros 
permanecen en la periferia. 

Las proteinas perifericas mejor estudiadas se localizan en 
la superficie interna (citosolica) de la membrana plasmatica, 
donde forman una red fibrilar que actua como “esqueleto” de la 
membrana (vease fig. 4-31;/). Estas proteinas brindan soporte 
mecanico a la membrana y funcionan como un ancla para las 
proteinas integrales. Otras proteinas perifericas en la superficie 
interna de la membrana plasmatica funcionan como enzimas, 
cubiertas especializadas (vease fig. 8-24) o factores que transmi- 
ten senales transmembranosas (vease fig. 15-17). Por lo gene¬ 
ral, las proteinas perifericas tienen una relation dinamica con 
la membrana, se atraen hacia la membrana o se liberan de esta, 
segun sean las condiciones prevalecientes. 

Protefnas de membrana fijadas a Ifpidos 

Se pueden distinguir varios tipos de proteinas de membrana 
fijadas a lipidos. Muchas proteinas presentes en la superficie 
externa de la membrana plasmatica estan unidas a esta median¬ 
te un pequeno oligosacarido complejo unido con una molecula 
de fosfatidilinositol que esta incrustada en la hoja externa de la 
bicapa lipidica (vease fig. 4-12c). Las proteinas perifericas de 
membrana que contienen este tipo de enlace glucosilfosfatidil- 
inositol se llaman proteinas fijadas con GPI. Estas fueron des- 
cubiertas cuando se demostro que ciertas proteinas de membrana 
podian liberarse con una fosfolipasa que reconociera y separara 
en forma especifica los fosfolipidos que contenian inositol. La 
proteina celular normal de la encefalopatia espongiforme ovi- 
na PrP c (pag. 65) es una molecula unida por GPI, al igual que 
varios receptores, enzimas y proteinas de adhesion celular. Un 
raro tipo de anemia, la hemoglobinuria paroxistica nocturna, se 


debe a la deficiencia de la sintesis de GPI que vuelve a los eri- 
trocitos susceptibles a la lisis. 

Otro grupo de proteinas presente en el lado citopldsmico de 
la membrana plasmatica esta fijado a la membrana mediante 
una o mas cadenas largas de hidrocarburos embebidas en la hoja 
interna de la bicapa lipidica (vease fig. 4-12c). Por lo menos dos 
proteinas relacionadas de esta forma con la membrana plasmati¬ 
ca (Src y Ras) se han referido en la transformation de una celula 
normal en una maligna. 


REVISION 


1. ^Por que son necesarios los detergentes para disolver 
las proteinas de membrana?, ^como podria identificarse 
la diversidad de proteinas integrales que residen en una 
fraction purificada de membrana? 

2. jComo puede determinarse: a) la lateralidad de la mem¬ 
brana; b) la localization de los segmentos trans- 
membranosos en la secuencia de aminoacidos, o c) las 
localizaciones relativas de las helices transmembranosas? 

3. ^Que significa la declaration de que las proteinas de una 
membrana se distribuyen en forma asimetrica?, ^tambien 
es verdad esto para los carbohidratos de la membrana? 

4. Describa las propiedades de las tres clases de proteinas 
de membrana (integrales, perifericas y fijadas a lipidos), 
en que difieren entre si y como varian las de cada grupo 
individual. 


4.5 LIPIDOS DE MEMBRANA Y FLUIDEZ 
DE LA MEMBRANA 

El estado fisico del lipido de una membrana se describe 
por su fluidez (o viscosidad). 4 Considerese una bicapa artificial 
simple formada por fosfatidilcolina y fosfatidiletanolamina, 
cuyos acidos grasos sean en su mayoria insaturados. Si la tempe- 
ratura de la bicapa se mantiene relativamente tibia (p. ej., 37°C), 
el lipido se encuentra en un estado liquido (fig. A-2\a). En esta 
temperatura, la bicapa de lipidos puede describirse como un 
cristal liquido bidimensional. Como en un cristal, las moleculas 
aun permanecen en una orientation especifica; en este caso, los 
ejes longitudinales de las moleculas tienden a mantener una dis¬ 
position paralela, aunque los fosfolipidos individuales pueden 
rotar alrededor de su eje o moverse en sentido lateral dentro del 
piano de la bicapa. Si la temperatura se reduce con lentitud, se 
llega a un punto en el que la bicapa muestra cambios distintivos 
(fig. 4-21$). El lipido pasa de una fase cristalina liquida a un gel 
cristalino congelado en el que se limita en gran proportion el 
movimiento de las cadenas de acido graso del fosfolipido. La 
temperatura en la que ocurre este cambio se llama temperatura 
de transicion. 


4 La fluidez y la viscosidad mantienen una relation inversa; la fluidez es la 
medida de la facilidad para fluir y la viscosidad es la medida de la resistencia 
al flujo. 
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FIGURA 4-21 La estructura de la bicapa lipidica depende de la tempe- 
ratura. La bicapa que se muestra se compone de dos fosfolipidos: fos- 
fatidilcolina y fosfatidiletanolamina. a) Por arriba de la temperatura de 
transicion, las moleculas de lipido y sus colas hidrofobas son libres de mover- 
se en ciertas direcciones, aunque conservan un grado de orden considerable. 


b ) Por debajo de la temperatura de transicion, se limita mucho el movimien- 
to de las moleculas y toda la bicapa puede describirse como un gel cristali- 
no. (Tomada de R. N. Robertson. The lively membranes, Cambridge 
University Press, 1983. Reimpresa con autorizacion de Cambrid¬ 
ge University Press.) 


La temperatura de transicion de una bicapa particular 
depende de la capacidad de las moleculas de lipido para agru- 
parse, lo que a su vez depende de los lipidos particulares con los 
que esta formada. Los acidos grasos saturados tienen la forma 
de un baston recto y flexible. Por otro lado, los acidos grasos 
rir-insaturados tienen dobleces en los sitios con doble enlace 
(figs. 2-19 y 4-21). Por consiguiente, los fosfolipidos con cade- 
nas saturadas se agrupan con mayor firmeza que los que poseen 
cadenas insaturadas. Mientras mayor sea el grado de insatura¬ 
tion de los acidos grasos de la bicapa, menor es la temperatura 
antes que la bicapa se gelifique. La introduction de un enlace 
doble en una molecula de acido estearico disminuye la tempera¬ 
tura de fusion casi 60°C (cuadro 4-2). 5 Otro factor que influye 
en la fluidez de la bicapa es la longitud de la cadena de acidos 
grasos. Mientras mas cortas sean las cadenas de acidos grasos 
de un fosfolipido, es menor la temperatura de fusion. El estado 
fisico de la membrana tambien lo modifica el colesterol. A causa 
de su orientation dentro de la bicapa (fig. 4-7), las moleculas de 
colesterol interrumpen el empaque ajustado de las cadenas acilo 
grasas e interfieren con su movilidad. La presencia de colesterol 
tiende a suprimir las temperaturas de transition precisas y crea 
una condition de fluidez intermedia. En terminos fisiologicos, 
el colesterol tiende a aumentar la durabilidad y atenuar la per- 
meabilidad de una membrana. 


brana establece un compromiso perfecto entre una estructura 
rigida y ordenada, en la que la movilidad seria nula, y un liquido 
completamente fluido, sin viscosidad, en el que los componentes 
de la membrana no podrian orientarse ni existirian organization 
estructural ni soporte mecanico. Ademas, la fluidez permite las 
interacciones dentro de la membrana. Por ejemplo, este esta¬ 
do de la membrana hace posible que los cumulos de proteinas 
de membrana se ensamblen en sitios particulares dentro de la 
membrana y formen estructuras especializadas, como las unio- 
nes intercelulares, los complejos fotosinteticos que captan luz y 
las sinapsis. Gracias a la fluidez de la membrana, las moleculas 
que interactuan pueden reunirse, llevar a cabo la reaction nece- 
saria y separarse. 

La fluidez tambien tiene un papel clave en la formation 
de la membrana, un tema que se trata en el capitulo 8. Las 
membranas solo se originan de membranas preexistentes y su 
crecimiento se logra mediante la insertion de componentes Iipi- 
dicos y proteicos en la matriz fluida de la hoja membranosa. 
Muchos de los procesos celulares mas elementales, incluidos el 
movimiento, el crecimiento, la division celular, la formation de 
uniones entre celulas, la secretion y la endocitosis, dependen del 
movimiento de los componentes de la membrana y es probable 
que resultaran imposibles si las membranas fueran estructuras 
rigidas y no fluidas. 


La importancia de la fluidez de la membrana 

^Que efecto tiene el estado fisico de la bicapa lipidica en las 
propiedades biologicas de la membrana? La fluidez de la mem- 


5 El efecto de la saturation del acido graso en la temperatura de fusion se 
ilustra con productos alimentarios familiares. Los aceites vegetales perma- 
necen liquidos en el refrigerador, mientras que la margarina es un solido. 
Los aceites vegetales contienen acidos grasos poliinsaturados, en tanto que 
los acidos grasos de la margarina se saturaron por un proceso quimico 
que hidrogena los enlaces dobles de los aceites vegetales empleados como 
materia prima. 


Cuadro 4-2 


Puntos de fusion de acidos grasos 
de 18 carbonos frecuentes 


Acido graso 

Enlaces 
dobles cis 

Punto de 
fusion (°C) 

Acido estearico 

0 

70 

Acido oleico 

1 

13 

Acido linoleico 

2 

-9 

Acido linolenico 

3 

-17 

Acido eicosapentanoico (EPA)* 5 

-54 


*E1 EPA tiene 20 carbonos. 
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Mantenimiento de la fluidez de la membrana 

La temperatura interna de la mayoria de los organismos (dis- 
tintos a las aves y mamiferos) fluctua con la temperatura del 
ambiente exterior. Puesto que para muchas actividades es indis¬ 
pensable que las membranas de una celula permanezcan en 
estado fluido, las celulas responden a las condiciones cambiantes 
mediante la alteration de los tipos de fosfolipidos de los cuales 
se componen. El mantenimiento de la fluidez de la membrana 
es un ejemplo de homeostasis a nivel celular y puede demostrar- 
se de varias maneras. Por ejemplo, si se reduce la temperatura de 
un cultivo celular, las celulas tienen una respuesta metabolica. 
La respuesta initial de “emergencia” esta mediada por las enzi- 
mas que remodelan las membranas, lo que vuelve a la celula mas 
resistente al frio. La remodelacion se logra mediante: a) desatu¬ 
ration de enlaces simples en las cadenas acilo grasas para formar 
enlaces dobles, y b) el recambio de las cadenas entre diferentes 
moleculas de fosfolipido para producir otra que contenga dos 
acidos grasos insaturados, lo que reduce en gran medida la tem¬ 
peratura de fusion de la bicapa. La desaturation de los enlaces 
sencillos para formar enlaces dobles esta catalizada por enzimas 
llamadas desaturasas. El recambio se logra mediante la action de 
fosfolipasas, que dividen a los acidos grasos de la base de glicerol, 
y aciltransferasas, que los transfieren a un fosfolipido diferente. 
Ademas, la celula cambia los tipos de fosfolipidos que se sin- 
tetizan en favor de aquellos que contengan mas acidos grasos 
insaturados. Como resultado de las actividades de estas enzimas 
diversas, las propiedades fisicas de las membranas de una celu¬ 
la se adaptan a las condiciones ambientales prevalecientes. El 
mantenimiento de las membranas fluidas mediante el ajuste de 
la composition de acilos grasos ya se demostro en diversos orga¬ 
nismos, incluidos mamiferos en hibernation, peces que viven en 
estanques cuya temperatura corporal cambia en grado notorio 
del dia a la noche, plantas resistentes al frio y bacterias que viven 
en manantiales de agua caliente. 

La asimetria de los Ifpidos de membrana 

La bicapa de lipidos consiste en dos hojas distintas que tienen 
una composition lipidica muy diferente. Una linea de experi- 
mentos que lleva a esta conclusion aprovecha el hecho de que las 
enzimas que digieren lipidos no pueden penetrar la membrana 
plasmatica y, en consecuencia, solo pueden digerir los lipidos 
que estan en la hoja externa de la bicapa. Si se tratan eritrocitos 
intactos con fosfolipasa para digerir los lipidos, se hidroliza casi 
80% de la fosfatidilcolina (PC) de la membrana, pero solo ataca 
a 20% de la fosfatidiletanolamina (PE) de la membrana y menos 
de 10% de la fosfatidilserina (PS). Estos datos indican que, en 
comparacion con la hoja interna, la exterior tiene una concen¬ 
tration relativamente alta de PC (y esfingomielina) y una con¬ 
centration baja de PE y PS (fig. 4-22). De lo anterior se deduce 
que puede pensarse que la bicapa de lipidos esta compuesta por 
dos capas sencillas independientes mas o menos estables con 
propiedades fisicas y quimicas diferentes. 

Todos los glucolipidos de la membrana plasmatica estan 
en la hoja externa, donde es probable que sirvan como recep- 
tores para los ligandos extracelulares. La fosfatidilserina, que se 
concentra en la hoja interna, tiene una carga negativa en el pH 
fisiologico, lo que la hace candidata para unirse con residuos de 
lisina y arginina que tienen carga positiva, como los adyacentes 
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FIGURA 4-22 Distribucion asimetrica de los fosfolipidos (y el colesterol) 
en la membrana plasmatica de los eritrocitos humanos. (SM, esfingomie¬ 
lina; PC, fosfatidilcolina; PS, fosfatidilserina; PE, fosfatidiletanolamina; PI, 
fosfatidilinositol; Cl, colesterol.) 


a la helice alfa de la glucoforina A que cruza la membrana en 
la figura 4-17. La aparicion de PS en la superficie externa de 
los linfocitos viejos marca estas celulas para que las destruyan los 
macrofagos, en tanto que su aparicion en la superficie externa de 
las plaquetas conduce a la coagulation sanguinea. El fosfatidil¬ 
inositol, que se concentra en la hoja interna, tiene un papel clave 
en la transferencia de estimulos de la membrana plasmatica al 
citoplasma (section 15.3). 

Balsas lipidicas 

Periodicamente surge un tema que divide a la comunidad de 
biologos celulares en creyentes y no creyentes. El tema de las 
balsas de lipidos cae en esta categoria. Cuando los lipidos de la 
membrana se extraen de las celulas y se usan para crear bicapas 
lipidicas artificiales, colesterol y fosfolipidos tienden a autoen- 
samblarse en microdominios que estan mas gelificados y alta- 
mente ordenados que las regiones circundantes, que consisten 
en mayor medida en fosfogliceridos. Debido a sus propiedades 
fisicas distintivas, tales microdominios tienden a flotar dentro 
del ambiente mas fluido y desordenado de la bicapa artificial 
(fig. 4-23«). Como resultado, estos parches de colesterol y esfin- 
golipido se denominan balsas lipidicas. Cuando se agregan a 
estas bicapas artificiales, determinadas proteinas tienden a con- 
centrarse en las balsas, mientras que otras tienden a permanecer 
fuera de sus fronteras. Las proteinas ancladas a GPI muestran 
una especial afinidad por las regiones ordenadas de la bicapa 
(fig. 4-23«). 

Surge la controversia acerca de si en las celulas vivas existen 
tipos similares de balsas lipidicas ricas en colesterol, como la que 
se ilustra en la figura 4.23£. La mayoria de las pruebas a favor 
de las balsas lipidicas proviene de estudios en que se emplean 
tratamientos artificiales, como extraction con detergente o 
agotamiento de colesterol, lo cual hace que los resultados sean 
dificiles de interpretar. Los intentos por demostrar la presen- 
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FIGURA 4-23 Balsas lipidicas. a) Imagen de la superficie de una bicapa de 
lipidos que contiene fosfatidilcolina, la cual se ve como el fondo negro, y 
moleculas de esfingomielina, que se organizan en forma espontanea en las 
balsas de color naranja. Los picos amarillos muestran las posiciones de una 
proteina fijada con GPI, que se relaciona casi en forma exclusiva con las bal¬ 
sas. Esta imagen se obtuvo mediante un microscopio de fuerza atomica, que 
mide la altura de varias partes de la muestra al nivel molecular, b) Modelo 
esquematico de una balsa lipidica dentro de una celula. La hoja externa de 
la balsa consiste sobre todo en colesterol y esfingolipidos (grupos cabeza 
rojos). Las moleculas de fosfatidilcolina (grupos cabeza azules) con acidos 


grasos saturados de cadena larga tambien tienden a concentrarse en esta 
region. Una proteina fijada con GPI se localiza en la balsa. Los lipidos de la 
hoja externa de la balsa tienen un efecto organizador en los lipidos de la hoja 
interna. Como resultado, los lipidos de la balsa de la hoja interna consisten 
sobre todo en colesterol y glicerofosfolipidos con colas acilo grasas satu- 
radas. La hoja interna tiende a concentrar las proteinas fijadas con lipidos 
(como la cinasa Src), que participan en las senales celulares. ( A , tomada de 
D. E. Saslowsky, et al., J Biol Chem 277, cover of #30,2002; cortesia 
de J. Michael Edwardson.) 


cia de balsas lipidicas en celulas vivas por lo general han sido 
infructuosos, lo cual podria significar que tales balsas no existen 
o que son tan pequenas (5 a 25 nm de diametro) y efimeras que 
resulta dificil detectarlas con las tecnicas actuales. El concep- 
to de balsas de lipido es muy atractivo porque proporciona un 
medio para introducir orden en un mar aparentemente aleatorio 
de moleculas de lipido. Se postula que dichas balsas sirven como 
plataformas flotantes que concentran proteinas especificas, con 
lo cual organizan la membrana en compartimientos fiincionales 
(fig. 4-23/6). Por ejemplo, se piensa que las balsas lipidicas pro- 
porcionan un ambiente local favorable para que los receptores 
de superficie celular interactuen con otras proteinas de mem¬ 
brana que transmiten senales desde el espacio extracelular hacia 
el interior de la celula. 


REVISION 


1. ^Cual es la importancia de la insaturacion de los aci¬ 
dos grasos para la fluidez de la membrana y las enzimas 
que son capaces de disminuir la saturation de los acidos 
grasos? 

2. ^ A que se refiere la temperatura de transition de la mem¬ 
brana y como la afectan el grado de saturation o la lon- 


gitud de las cadenas acilo grasas?, ^que relevancia tienen 
estas propiedades en la formation de las balsas lipidicas? 

3. ^Por que es importante la fluidez de la membrana para 
la celula? 

4. ^Como es posible que los dos lados de una bicapa lipi¬ 
dica tengan diferentes cargas ionicas? 


4.6 LA NATURALEZA DINAMICA _ 

DE LA MEMBRANA PLASMATICA 

Con base en la description previa, resulta aparente que 
la bicapa lipidica puede existir en un estado relativamente fluido. 
Como resultado, un fosfolipido puede moverse en sentido late¬ 
ral dentro de la misma hoja con facilidad considerable. La movi- 
lidad de las moleculas individuales de lipidos dentro de la bicapa 
de la membrana plasmatica puede observarse en forma directa 
al microscopio si se unen las cabezas polares de los lipidos con 
particulas de oro o compuestos fluorescentes (vease fig. 4-28). 
Se estima que un fosfolipido puede difundirse de un extremo 
de una bacteria al otro en uno o dos segundos. En cambio, 
se requieren horas a dias para que una molecula de fosfolipido se 
mueva a traves de la otra hoja. Por lo tanto, de todos los movi- 
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EXTERIOR CELULAR 


Difusion transversal (giro) 



FIGURA 4-24 Movimientosposibles de los fosfolipidos en una membrana. 

Tipos de movimientos que pueden realizar los fosfolipidos de la membrana 
y tiempos aproximados en los que pueden ocurrir. Mientras que los fosfoli¬ 
pidos se mueven de una hoja a otra con una velocidad muy baja, se difunden 
con rapidez en sentido lateral dentro de la hoja. Los lipidos que carecen de 
grupos polares, como el cole sterol, pueden moverse rapidamente a traves 
de la bicapa. 


mientos posibles que puede efectuar un fosfolipido, este cambio 
al otro lado de la membrana es el mas limitado (fig. 4-24). Este 
hallazgo no es sorprendente. Para que este giro ocurra, el grupo 
cabeza hidrofobo del lfpido debe pasar por la hoja hidrofoba 
interna de la membrana, lo cual es desfavorable desde el pun- 
to de vista termodinamico. Sin embargo, las celulas contienen 
enzimas que mueven activamente determinados fosfolipidos de 
una hoja a la otra. Estas enzimas participan en el establecimien- 
to de la asimetria lipidica y es posible que tambien reviertan la 
baja velocidad del movimiento pasivo a traves de la membrana. 

Como los lipidos establecen la matriz en la que se inclu- 
yen las proteinas integrales de la membrana, el estado fisico del 
lipido es un factor importante de la movilidad de las protei¬ 


nas integrales. La demostracion de que las proteinas integrales 
pueden moverse dentro del piano de la membrana fue un hito 
para la formulation del modelo de mosaico fluido. Las propie- 
dades dinamicas de las proteinas de membrana ya se revelaron 
de diversas maneras. 

La difusion de las proteinas de membrana 
despues de la fusion celular 

La fusion celular es una tecnica en la que dos tipos diferentes 
de celulas, o celulas de dos especies distintas, pueden fusionarse 
para producir una celula con un citoplasma comun y una sola 
membrana plasmatica continua. La fusion de las celulas se indu¬ 
ce al hacer que las superficies externas de ellas se vuelva “pegajo- 
sa” para que sus membranas plasmaticas se adhieran entre si. Se 
puede inducir a las celulas a fusionarse si se agregan ciertos virus 
desactivados que se adhieren a la superficie de la membrana, 
mediante la adicion de polietilenglicol o con un ligero choque 
electrico. La fusion celular tiene un papel importante en la bio- 
logia celular y en la actualidad se utiliza como una tecnica inva¬ 
luable para preparar anticuerpos especificos (section 18.19). 

Los primeros experimentos para demostrar que las protei¬ 
nas de la membrana podian moverse en el piano de esta utiliza- 
ron la fusion celular y los resultados fueron publicados por Larry 
Frye y Michael Edidin de la Johns Hopkins University en 1970. 
En sus experimentos fusionaron celulas humanas y de raton; 
luego siguieron las localizaciones de proteinas especificas de la 
membrana plasmatica una vez que ambas se habian convertido 
en una sola membrana continua. Para seguir la distribution de 
las proteinas de membrana de raton o las proteinas de membra¬ 
na humana durante diferentes momentos despues de la fusion, 
se prepararon anticuerpos contra uno u otro tipo de proteina 
y se unieron mediante enlaces covalentes con pigmentos fluo- 
rescentes. Los anticuerpos contra las proteinas de raton se unie¬ 
ron en un complejo con un tinte con fluorescencia verde y los 
anticuerpos contra las proteinas humanas se unieron con uno 
de fluorescencia roja. Cuando se agregaron los anticuerpos a las 



FIGURA 4-25 Uso de la fusion celular para revelar la movilidad de las pro- 
teinas de membrana. a) Esbozo del experimento en el que se fusionaron 
celulas humanas y de raton (pasos 1-2) y se siguio la distribution de las 
proteinas en la superficie de cada celula en las hibridas a lo largo del tiem- 
po (pasos 3-4). Las proteinas de membrana de raton estan indicadas con 
circulos rellenos, con circulos huecos las proteinas de membrana humanas. 
Se vigilaron las localizaciones de las proteinas humanas y de raton en las 


membranas plasmaticas de las celulas hibridas mediante la interaction con 
anticuerpos fluorescentes rojos y verdes, respectivamente. b) Micrografia 
que muestra una celula fusionada en la que las proteinas de raton y ser 
humano aun estan en sus hemisferios respectivos (equivalente a la celula 
hibrida del paso 3 de la parte a). (B , tomada de L. D. Frye y Michael 
Edidin, J Cell Sci 7:328,1970; con autorizacion deThe Company of 
Biologists Ltd.) 
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celulas fusionadas, se unieron con las proteinas de raton o ser 
humano y pudieron localizarse con el microscopio optico para 
fluorescencia (fig. 4-25«). A1 momento de la fusion, la membra- 
na plasmatica se vela con una mitad humana y otra de raton, 
es decir, que los dos tipos de proteinas permanecian separados 
en su propio hemisferio (paso 3, fig. 4-25 a, b ). Conforme paso 
el tiempo despues de la fusion, se observo que las proteinas de 
membrana se movian en forma lateral dentro de la membrana 
hacia el hemisferio contrario. Unos 40 minutos despues, las pro- 
teinas de cada especie estaban distribuidas de manera uniforme 
en toda la membrana de la celula hibrida (paso 4, fig. 4-25«). Si 
se realizaba el mismo experimento con una temperatura mas 
baja, la viscosidad de la bicapa de lipidos aumentaba y la movi- 
lidad de las proteinas en la membrana disminuia. Estos experi- 
mentos iniciales con la fusion celular dieron la impresion de que 
las proteinas integrales de la membrana eran capaces de moverse 
sin restricciones. Como se ve un poco mas adelante, estudios 
posteriores mostraron que la dinamica de la membrana es un 
tema mucho mas complejo de lo que parecia al principio. 


Restricciones de la movilidad 
de las proteinas y lipidos 

Existen varias tecnicas que permiten a los investigadores seguir 
los movimientos de las moleculas en las membranas de celulas 
vivas con el microscopio optico. En una tecnica llamada recupe¬ 
ration de fluorescencia despues de fotoblanqueado (FRAP), que 
se ilustra en la figura 4-26«, los componentes integrales de la 
membrana de celulas cultivadas se marcan primero con un tin- 
te fluorescente. Una proteina de membrana en particular puede 
marcarse con una sonda especifica, como un anticuerpo fluores¬ 
cente. Una vez marcadas, las celulas se colocan al microscopio y 
se irradian con un haz laser muy intenso y dirigido que blanquea 
las moleculas fluorescentes en su trayecto, lo que deja una man- 
cha circular (casi siempre de 1 pm de diametro) en la superficie 
de la celula que carece de fluorescencia. Si las proteinas marca¬ 
das en la membrana son moviles, los movimientos aleatorios de 
estas moleculas deben producir una reaparicion gradual de la 
fluorescencia en el circulo radiado. La velocidad con la que se 
recupera la fluorescencia (fig. 4-26/6) suministra una medicion 
directa del indice de difusion (expresado como coeficiente de 
difusion, D) de las moleculas moviles. La extension de la recu¬ 
peration de la fluorescencia (expresada como porcentaje de la 
intensidad original) proporciona una medida del porcentaje de 
las moleculas marcadas que tienen la libertad de difundirse. 

Los estudios iniciales que utilizaron FRAP sugirieron que: 
a) las proteinas de membrana se movian con mucha mayor len- 
titud en una membrana plasmatica que en una bicapa lipidi- 
ca pura y b) que una fraction significativa de las proteinas de 
membrana (30 a 70%) no era libre de difundirse de regreso al 
circulo radiado. No obstante, la tecnica FRAP tiene sus limi- 
taciones. Solo puede seguir el movimiento promedio de una 
cantidad relativamente grande de moleculas marcadas (cientos a 
miles) a medida que se difunden en una distancia relativamente 
grande (p. ej., 1 pm). Como resultado, los investigadores que 
utilizan la tecnica FRAP no pueden distinguir entre proteinas 
que en realidad estan inmoviles y las que solo difunden a una 
distancia limitada en el tiempo permitido. Para solventar estas 
limitaciones se desarrollaron tecnicas alternativas que permi¬ 
ten a los investigadores observar los movimientos de moleculas 



Tiempo 

(b) 


FIGURA 4-26 Medicion de las velocidades de difusion de las pro- 
teinas de membrana mediante la recuperacion de fluorescencia 
despues del fotoblanqueado (FRAP), a ) En esta tecnica se marca primero 
un componente particular de la membrana con un tinte fluorescente (paso 
1). Luego se aplica radiation a una pequena region de la superficie para 
blanquear las moleculas de tinte (paso 2) y con el tiempo se recupera la fluo¬ 
rescencia en la region blanqueada (paso 3). (N representa el nucleo celular.) 
b ) La velocidad de recuperacion de la fluorescencia en el punto iluminado 
varia segun sean las proteinas que se rastreen. La velocidad de recuperacion 
se relaciona con el coeficiente de difusion de la proteina marcada con fluo- 
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FIGURA 4-27 Patrones de movimiento de las proteinas integrales de la 
membrana. De acuerdo con el tipo celular y las condiciones, las proteinas 
integrales de membrana pueden tener varios tipos distintos de movilidad. 
La proteina A es capaz de difundirse en forma aleatoria por la membrana, 
aunque su velocidad de movimiento puede ser limitada. La proteina B esta 
inmovilizada por su interaccion con el esqueleto de la membrana. La protei¬ 
na C se mueve en una direccion particular como resultado de su interaccion 
con una proteina motora en la superficie citoplasmica de la membrana. El 
movimiento de la proteina D esta restringido por otras proteinas integrales 
de la membrana. El movimiento de la proteina E se limita por las vallas for- 
madas por las proteinas del esqueleto de la membrana, pero dicha proteina 
puede saltar a compartimientos adyacentes a traves de aberturas transito- 
rias en una cerca; el movimiento de la proteina F lo limitan los materiales 
extracelulares. 


individuales de proteinas en distancias muy cortas y determinar 
como pudieran limitarse. 

En el rastreo de particulas individuales (SPT) se marcan 
moleculas individuales de proteinas de membrana, casi siem- 
pre con particulas de oro cubiertas con anticuerpo (cerca de 40 
nm de diametro) y se siguen los movimientos de las moleculas 
marcadas mediante microscopia en video asistida por compu- 
tadora (section 18.1). Los resultados de estos estudios dependen 
a menudo de la proteina particular que se estudia. Por ejemplo: 

• Algunas proteinas de membrana se mueven en forma alea¬ 
toria por toda la membrana (fig. 4-27, proteina A), aunque 
casi siempre a velocidades mucho menores de las medidas en 
una bicapa lipidica artificial. (Si la movilidad de la proteina 
se basara solo en los parametros fisicos como la viscosidad 
del lipido y el tamano de la proteina, se esperaria que las pro¬ 
teinas migraran con coeficientes de difusion cercanos a 10 -8 
a 10 -9 cm 2 /seg en lugar de 10 -10 a 10 -12 cm 2 /seg, como se 
observa para las moleculas de este grupo.) Las razones para 
el menor coeficiente de difusion aun son tema de debate. 

• Algunas proteinas de membrana no se mueven y se conside- 
ran inmovilizadas (fig. 4-27, proteina B). 

• En algunos casos, se observa que una especie particular de 
proteina se mueve en forma muy dirigida (no al azar) hacia 
una u otra parte de la celula (fig. 4-27, proteina C). Por ejem¬ 
plo, es probable que una proteina de membrana particular 
tienda a moverse hacia el extremo guia o el final de una celula 
en movimiento. 


• En la mayoria de los estudios, la mayor fraction de las espe- 
cies de proteinas tienen movimientos aleatorios (browniano) 
dentro de la membrana con velocidades consistentes con la 
difusion fibre (coeficientes de difusion cercanos a 5 X 10 -9 
cm 2 /seg), pero las moleculas son incapaces de migrar libre- 
mente mas de unas decimas de micra. La difusion de grandes 
distancias ocurre, pero con velocidades mas bajas parece que 
se debe a la presencia de un sistema de barreras. Estas barre- 
ras se describen en las secciones siguientes. 

Control de la movilidad de las proteinas de membra¬ 
na En apariencia, las proteinas de la membrana plasmatica no 
son del todo fibres de moverse al azar en el “mar” de lipido, sino 
que estan sometidas a diversas influences que afectan su movi- 
lidad. Algunas membranas son ricas en proteinas, por lo que los 
movimientos aleatorios de una molecula estan impedidos por sus 
vecinas (fig. 4-27, proteina D). Se piensa que la influencia mas 
importante para una proteina integral de la membrana se ejerce 
justo por debajo de la membrana, sobre su cara citoplasmica. 
Las membranas plasmaticas de muchas celulas tienen una red 
fibrilar o “esqueleto de la membrana”, que consiste en proteinas 
perifericas situadas en la superficie citoplasmica de la membra¬ 
na. Cierta proportion de las moleculas de proteinas integrales de 
la membrana esta fijada al esqueleto de la membrana (fig. 4-27, 
proteina B) o restringida de otra manera por este esqueleto. 

Se ha obtenido information sobre la presencia de barre¬ 
ras de membrana con una tecnica innovadora que permite a los 
investigadores atrapar proteinas integrales y arrastrarlas por la 
membrana plasmatica con una fuerza conocida. Esta tecnica 
utiliza un aparato llamado pinzas opticas y aprovecha las dimi- 
nutas fuerzas opticas que se generan con un rayo laser enfoca- 
do. Las proteinas integrales bajo estudio se marcan con cuentas 
cubiertas de anticuerpo que sirven como agarraderas que pue¬ 
den sujetarse con el rayo laser. Por lo general se encuentra que 
las pinzas opticas pueden arrastrar una proteina integral una 
distancia limitada antes de que la proteina encuentre una barre- 
ra que la libera de la sujecion del laser. En cuanto se libera, la 
proteina casi siempre regresa de inmediato, lo que sugiere que 
las barreras son estructuras elasticas. 

Una forma de estudiar los factores que afectan la movilidad 
de las proteinas de membrana consiste en hacer modificaciones 
geneticas en las celulas para que produzcan proteinas de mem¬ 
brana alteradas. Las proteinas integrales cuyas porciones cito- 
plasmicas se borraron por manipulation genetica se mueven a 
menudo distancias mucho mayores que sus contrapartes intactas, 
lo que indica que las barreras residen en el lado citoplasmico de 
la membrana. Estos hallazgos sugieren que el esqueleto subya- 
cente de la membrana forma una red de “cercas” alrededor de 
porciones de la membrana, lo que crea compartimientos que 
limitan la distancia que puede viajar una proteina integral (fig. 
4-27, proteina E). Las proteinas se mueven y salvan los limi- 
tes entre un compartimiento y otro a traves de hendiduras en 
las cercas. Se cree que estas aberturas aparecen y desaparecen 
mediante el ensamble y desensamble de partes de la red. Los 
compartimientos de la membrana pueden mantener combi- 
naciones especificas de proteinas en estrecha proximidad para 
facilitar su interaccion. 

Las proteinas integrales que carecen de la portion que 
debiera proyectarse hacia el espacio extracelular se mueven con 
una velocidad mucho mayor que la version del tipo nativo de 
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FIGURA 4-28 Demostracion experimental de que la difusion de 
los fosfolipidos dentro de la membrana plasmatica es limitada. 

a) El rastro de un solo fosfolipido no saturado marcado se sigue durante 56 
milisegundos mientras se difunde dentro de la membrana plasmatica de un 
fibroblasto de rata. Los fosfolipidos se difunden con libertad en un compar- 
timiento limitado antes de saltar a un compartimiento vecino. La velocidad 
de difusion dentro de un compartimiento es tanta como se esperaria del 
movimiento browniano sin restricciones. Sin embargo, la velocidad total 
de difusion del fosfolipido parece menor porque la molecula debe saltar 
una barrera para continuar su movimiento. El movimiento del fosfolipido 
dentro de cada compartimiento esta indicado por un solo color, b ) El mismo 
experimento mostrado en a se realizo durante 33 mseg en una bicapa artifi¬ 
cial que carece de las “cercas de alambre”presentes en una membrana celular. 
En este caso, la trayectoria mucho mas abierta y extendida del fosfolipido 
puede explicarse con el movimiento browniano simple y sin limitaciones. 
Con base en la comparacion, se asignaron compartimientos falsos en b y se 
indicaron con colores diferentes. (Tomada de Takahiro Fujiwara, et al., 
cortesia de Akihiro Kusumi, J Cell Biol 157:1073,2002; con auto- 
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la protdna. Este hallazgo sugiere que el movimiento de una 
proteina transmembranosa por la bicapa se vuelve mas lento por 
la presencia de materiales extracelulares que puedan enredar la 
portion externa de la molecula proteica (vease fig. 4-27, pro- 
teina F). 

Movilidad de llpidos de membrana Las proteinas son 
moleculas enormes, por lo que no es sorprendente que su movi¬ 
miento dentro de la bicapa de lipidos este limitado. En compa¬ 
racion, los fosfolipidos son moleculas pequenas que constituyen 
la trama misma de la bicapa de lipidos. Podria esperarse que sus 
movimientos fueran fibres, aunque varios estudios indican que 
la difusion de los fosfolipidos tambien esta restringida. Cuando 
se marcan las moleculas individuales de fosfolipidos de una 
membrana plasmatica y se siguen mediante video microscopico 
de alta velocidad, se advierte que estan confinados por periodos 
muy breves y luego saltan de un area confinada a otra. La figura 
4-28 a muestra el trayecto que toma un fosfolipido individual 
dentro de la membrana plasmatica en un periodo de 56 milise- 
gundos. El analisis por computadora indica que el fosfolipido se 
difunde con libertad dentro de un compartimiento (sombreado 
en purpura) antes de saltar la “cerca” al compartimiento veci¬ 
no (sombreado en azul) y luego sobre otra cerca para llegar al 
compartimiento adyacente (sombreado en verde), y asi conti- 
nua. El tratamiento de la membrana con agentes que desbara- 
tan el esqueleto subyacente de la membrana elimina algunas de 
las cercas que restringen la difusion del fosfolipido. Pero si el 
esqueleto de la membrana se encuentra por debajo de la bicapa 
de lipidos, ^como puede interferir con el movimiento del fos- 
folipido? Los autores de este estudio han conjeturado que las 
cercas se construyen con filas de proteinas integrales de mem¬ 
brana cuyos dominios citoplasmicos se unen con el esqueleto 
de la membrana. Esto no difiere mucho del confinamiento de 
caballos o vacas en un cercado cuyos postes estan enterrados en 
el suelo subyacente. 

Dominios de membrana y polaridad celular La mayoria 
de los estudios sobre dinamica de membrana, como los aqui 
descritos, se realizan con la membrana plasmatica relativamente 
homogenea situada en la superficie superior o inferior de una 
celula que se encuentra en una caja de cultivo. Sin embargo, la 
mayor parte de las membranas posee diversas variaciones en su 
composition y movilidad proteicas, sobre todo en celulas cuyas 
diversas superficies tienen distintas funciones. Por ejemplo, las 
celulas epiteliales que recubren la pared intestinal o constituyen 
los tubulos microscopicos del rinon son celulas muy polarizadas 
que en sus distintas superficies realizan funciones diferentes (fig. 
4-29). Los estudios indican que la membrana plasmatica apical, 


FIGURA 4-29 Funciones diferenciadas de la membrana plasmatica en 
una celula epitelial. La superficie apical de esta celula epitelial intes¬ 
tinal contiene proteinas integrales que funcionan en el transporte de 
iones y la hidrolisis de disacaridos, como son la sacarosa y la lacto- 
sa; la superficie lateral posee proteinas integrales que participan en la 
interaccion entre las celulas y la superficie basal incluyendo proteinas 
integrales que participan en la relacion de la celula con la membrana 
basal subyacente. 
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que absorbe en forma selectiva sustancias de la luz, tiene enzi- 
mas distintas a la membrana plasmatica lateral, que interactua 
con las celulas epiteliales vecinas, o distintas tambien a las de la 
membrana basal que se adhiere al sustrato extracelular subyacen- 
te (una membrana basal). En otros ejemplos, los receptores para 
neurotransmisores se concentran en regiones de la membrana 
plasmatica localizada dentro de las sinapsis (vease fig. 4-55) y los 
receptores para las lipoproteinas de baja densidad se concentran 
en parches de la membrana plasmatica especializados en facilitar 
su interiorizacion (vease fig. 8-38). 

De todos los tipos de celulas de mamiferos, los esperma- 
tozoides tienen la estructura mas diferenciada. Un espermato- 
zoide maduro puede dividirse en cabeza, pieza central y cola, 
cada una con funciones especializadas propias. Aunque se divide 
en varias partes distintas, el espermatozoide esta cubierto con 
una membrana plasmatica continua que, como revelan muchas 
tecnicas, consiste en un mosaico de diferentes tipos de dominios 
localizados. Por ejemplo, cuando el espermatozoide se trata con 
varios anticuerpos especificos, cada anticuerpo se combina con la 
superficie de la celula con un patron topografico unico que 
refieja la distribution de los antigenos proteinicos particulares 
reconocidos por ese anticuerpo en la membrana plasmatica (fig. 
4-30). 



(a) 


(b) 




Parte anterior de 
la cabeza 

Parte posterior 
de la cabeza 


Cola posterior 


(c) 


FIGURA 4-30 Diferenciacion de la membrana plasmatica del espermato¬ 
zoide humano revelada por anticuerpos fluorescentes. a-c) Tres pares de 
micrografias que muestran la distribucion de una proteina particular en la 
superficie celular revelada por un anticuerpo fluorescente unido. Las tres 
proteinas se localizan en distintas partes de la membrana espermatica con¬ 
tinua. Cada par de fotografias muestra el patron de fluorescencia del anti¬ 
cuerpo unido y una micrografia de la fase de la misma celula. d) Diagrama 
que resume la distribucion de las proteinas. ( A - C , tomadas de Diana G. 
Myles, Paul Primakoff y Anthony R. Bellve, Cell 23:434,1981, con 
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El eritrocito: un ejemplo de estructura 
de la membrana plasmatica 

De los diversos tipos de membranas, la membrana plasmati¬ 
ca del eritrocito humano (globulo rojo) es el mas estudiado y 
mejor comprendido (fig. 4-31). La preferencia por esta mem¬ 
brana tiene varias razones. La obtencion de estas celulas no es 
costosa y estan disponibles en enormes cantidades en la sangre 
entera. Ya se encuentran como celulas independientes y no es 
necesario separarlas de un tejido complejo. Estas celulas son 
sencillas en comparacion con otros tipos celulares, carecen de 
membranas nucleares y citoplasmicas que siempre contaminan 
las preparaciones de membrana plasmatica de otras celulas. 
Ademas, se pueden obtener membranas plasmaticas intactas 
de eritrocitos purificadas tan solo con colocar las celulas en 
solution salina diluida (hipotonica). Las celulas responden a 
este choque osmotico con la captation de agua y se hinchan, 
fenomeno conocido como hemolisis. A medida que aumenta 
la superficie de cada celula, esta presenta fiigas y el contenido, 
compuesto casi en su totalidad por hemoglobina disuelta, sale 
de la celula para dejar un “fantasma” de membrana plasmatica 
(fig. 4-31*). 

Una vez que se aislan las membranas plasmaticas de los 
eritrocitos, las proteinas pueden solubilizarse y separarse entre 
si (fraccionarse), lo que brinda una mejor idea de la diversidad 
de las proteinas dentro de la membrana. El fraccionamiento de 
las proteinas de la membrana puede efectuarse mediante elec- 
troforesis en gel de poliacrilamida (PAGE) en presencia del 
detergente ionico sulfato de dodecilo sodico (SDS). (La tec- 
nica de SDS-PAGE se describe en la section 18.7.) El SDS 
mantiene solubles las proteinas integrales y ademas agrega una 
gran cantidad de cargas negativas a las proteinas con las que se 
relaciona. Como el numero de moleculas cargadas con SDS por 
unidad de peso de proteina tiende a ser relativamente constante, 
las moleculas se separan entre si de acuerdo con su peso mole¬ 
cular. Las proteinas mas grandes se mueven con mayor lentitud 
por el tamiz molecular del gel. Las proteinas principales de la 
membrana del eritrocito se separan en casi una docena de ban- 
das conspicuas con la tecnica SDS-PAGE (fig. 4-31c). Entre las 
proteinas existen diversas enzimas (incluida la deshidrogenasa 
de gliceraldehido 3-fosfato, una de las enzimas de la glucolisis), 
proteinas de transporte (para iones y azucares) y proteinas del 
esqueleto celular (p. ej., espectrina). 

Proteinas integrales de la membrana eritrocitaria La 
figura 4-3 \d incluye un modelo de la membrana plasmatica 
del eritrocito que muestra sus principales proteinas. Las pro¬ 
teinas integrales mas abundantes de esta membrana son un par 
de proteinas que cruzan la membrana y contienen carbohi- 
drato llamadas banda 3 y glucoforina A. La gran densidad de 
estas proteinas en la membrana es evidente en las micrografias 
por congelation y fractura de la figura 4-13. La banda 3, que 
obtuvo su nombre de su position en el gel electroforetico (fig. 
4-31r), esta presente como dimero compuesto por dos sub- 
unidades identicas (un homodimero). Cada subunidad cruza 
la membrana por lo menos 12 veces y contiene una cantidad 
relativamente pequena de carbohidrato (6 a 8% del peso de la 
molecula). La proteina banda 3 sirve como canal para el inter- 
cambio pasivo de aniones a traves de la membrana. Conforme 
la sangre circula por los tejidos, el dioxido de carbono se 
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FIGURA 4-31 Membrana plasmatica del eritrocito humano. a) Micrografia electronica de barrido 
de eritrocitos humanos. b ) Micrografia que muestra los fantasmas de la membrana plasmatica que 
se aislaron al permitir que los eritrocitos se hincharan y hemolizaran como se describe en el texto. 
c ) Los resultados de la electroforesis en gel con SDS-poliacrilamida (SDS-PAGE) se emplearon 
para fraccionar las proteinas de la membrana eritrocitaria, que se identifican al lado del gel. d) 
Un modelo de membrana plasmatica eritrocitaria, vista desde la superficie interna, muestra las 
proteinas integrales incrustadas en la bicapa de lipidos y la disposition de las proteinas perifericas 
que constituyen el esqueleto interno de la membrana. El dimero de banda 3 que se muestra esta 
simplificado. La proteina 4.1 estabiliza los complejos actina-espectrina. e) Micrografia electronica 
que revela la disposition de las proteinas en el esqueleto de la membrana interna. (. A , tomada de 
FRAN901S M. M. Morel, Richard F. Baker y Harold Wayland, J Cell Biol 48:91,1971. B, 
cortesia de Joseph F. Hoffman. C, reproducida con autorizacion de V. T. Marchesi, H. 
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Inc. E, tomada de Shih-Chun Liu, Laura H. Derick yJiri PalekJ Cell Biol 104:527,1987. 
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disuelve en la fraccion liquida de la sangre (el plasma) y sufre 
la reaccion siguiente: 

H 2 0 + C0 2 -4 H 2 C0 3 -> HCO- + H + 

Los iones bicarbonato (HC0 3 ) entran al eritrocito a cambio 
de los iones cloro, los cuales salen de la celula. En los pulmones, 
donde se libera el dioxido de carbono, la reaccion se invierte y los 
iones de bicarbonato salen del eritrocito a cambio de iones cloro. 
Parece que el movimiento reciproco de HC0 3 y CL ocurre a 
traves de un canal en el centra de cada dimero de banda 3. 

La glucoforina A fue la primera proteina de membrana 
de la que se conocio su secuencia de aminoacidos. La disposi¬ 
tion de la cadena polipeptidica de la glucoforina A dentro de 
la membrana plasmatica se muestra en la figura 4-17. (Otras 
glucoforinas relacionadas, B, C, D y E, tambien estan presentes 
en la membrana en concentraciones mucho menores.) Como la 
banda 3, la glucoforina A tambien esta presente en la membrana 
como un dimero. A diferencia de la banda 3, la glucoforina A 
cruza la membrana solo una vez y contiene una cubierta rami- 
ficada de carbohidrato que consiste en 16 cadenas de oligosa- 
caridos que en conjunto constituyen cerca de 60% del peso de 
la molecula. Se cree que la funcion principal de las glucoforinas 
se basa en la gran cantidad de cargas negativas contenidas en el 
acido sialico, el residuo de azucar en el extremo de cada cadena 
de carbohidrato. A causa de estas cargas, los eritrocitos se repe- 
len entre si, lo cual impide que las celulas se aglomeren cuando 
circulan por los diminutos vasos sanguineos del cuerpo. Vale la 
pena senalar que las personas que carecen de glucoforina A y 
B en los eritrocitos no tienen efectos adversos por su ausencia. 
Al mismo tiempo, las proteinas banda 3 de estas personas estan 
mas glucosiladas, lo que parece compensar las cargas negativas 
faltantes necesarias para prevenir la interaction entre los eri- 
trocitos. La glucoforina tambien es el receptor que utilizan los 
protozoarios que causan el paludismo, lo que suministra una via 
de entrada hacia el eritrocito. Por consiguiente, se cree que las 
personas cuyos eritrocitos carecen de glucoforina A y B estan 
protegidas contra el paludismo. Las diferencias de la secuencia 
de aminoacidos de la glucoforina determinan si una persona tie- 
ne tipo sanguineo MM, MN o NN. 

El esqueleto de la membrana eritrocitaria Las proteinas 
perifericas de la membrana plasmatica del eritrocito estan loca- 
lizadas en su superficie interna y forman un esqueleto fibrilar de 
la membrana (fig. 4-31(7, e) que tiene un papel crucial para man- 
tener la forma biconcava del eritrocito y limitar el movimiento 
de las proteinas integrales de la membrana. El principal com- 
ponente del esqueleto es una proteina fibrosa alargada llamada 
espectrina. La espectrina es un heterodimero de unos 100 nm de 
largo, formado por una subunidad alfa y una beta que se enrollan 
una sobre la otra. Dos de estas moleculas dimericas se unen por 
sus cabezas y forman un filamento tetramerico de 200 nm de 
largo, flexible y elastico. La espectrina se une con la superficie 
interna de la membrana mediante enlaces no covalentes con otra 
proteina periferica, la anquirina (las esferas verdes de la figura 
4-31(7), que a su vez se une en forma no covalente con el domi- 


nio citoplasmico de una molecula de banda 3. Como resulta evi- 
dente en las figuras 4-31(7 y e, los filamentos de espectrina estan 
organizados en conjuntos hexagonales o pentagonales. Este tipo 
de red se construye mediante la union de ambos extremos de 
cada filamento de espectrina para formar un cumulo de protei¬ 
nas que incluye un filamento corto de actina y tropomiosina, pro¬ 
teinas que intervienen en las actividades de contraction. Se han 
estudiado varias enfermedades geneticas (anemias hemolitkas) 
caracterizadas por eritrocitos fragiles de forma anormal hasta 
que se hallaron mutaciones en la anquirina o la espectrina. 

Si se retiran las proteinas perifericas de los fantasmas de 
eritrocitos, la membrana se fragmenta en pequenas vesiculas, lo 
que indica que la red proteica interna es necesaria para mantener 
la integridad de la membrana. Los eritrocitos son celulas circu- 
lantes que se oprimen bajo la presion cuando pasan por capilares 
microscopicos con diametro mucho menor al de los eritrocitos 
mismos. Para cruzar estos conductos tan estrechos, y para hacer- 
lo dia tras dia, el eritrocito debe ser muy deformable, durable y 
capaz de soportar fuerzas en cizalla que tienden a romperlo. La 
red de espectrina-actina confiere a la celula la fuerza, elasticidad 
y flexibilidad necesarias para realizar esta funcion demandante. 

Cuando se descubrio el esqueleto de la membrana del eri- 
trocito, se penso que era una estructura unica adecuada para la 
forma particular y las necesidades mecanicas de este tipo de 
celula. Sin embargo, conforme se examinaron otras celulas, se 
encontraron tipos similares de esqueletos de membrana que 
contienen miembros de las familias de la espectrina y la anquiri¬ 
na, lo que indica que los esqueletos de la membrana interna son 
una estructura difundida. Por ejemplo, la distrofina es un miem- 
bro de la familia de la espectrina que se halla en el esqueleto de 
la membrana de las celulas musculares. Las mutaciones en la 
distrofina son la causa de la distrofia muscular, una enfermedad 
devastadora que incapacita y mata a los ninos. Como en el caso 
de la fibrosis quistica (pag. 160), las mutaciones mas debilitantes 
son las que causan la ausencia completa de la proteina en la celu¬ 
la. Parece que las membranas plasmaticas de las celulas muscu¬ 
lares que carecen de distrofina se destruyen como consecuencia 
del estres mecanico que deben soportar cuando el musculo se 
contrae. Como resultado, las celulas musculares mueren y al final 
ya no se reponen. 


REVISION 


1. Describa dos tecnicas para medir la velocidad de difu¬ 
sion de una proteina de membrana especifica. 

2. Compare y diferencie los tipos de movilidad proteica 
que se muestran en la figura 4-27. 

3. Describa dos funciones principales de las proteinas 
integrales y perifericas de la membrana del eritrocito. 

4. Compare la velocidad de difusion lateral de un lipido 
con la del giro. ^Cuales son las razones que explican la 
diferencia? 
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4.7 EL MOVIMIENTO DE SUSTANCIAS _ 

A TRAVES DE LAS MEMBRANAS CELULARES 

Como el contenido de una celula esta rodeado por su 
membrana plasmatica, toda la comunicacion entre la celula y 
el medio extracelular debe estar regulada por esta estructura. 
En cierto modo, la membrana plasmatica posee una funcion 
doble. Por un lado, debe retener los materiales disueltos de la 
celula para que no se escapen hacia el ambiente, mientras que 
por otro lado debe permitir el intercambio necesario de mate¬ 
riales al interior y exterior de la celula. La bicapa lipidica de la 
membrana es una estructura ideal para prevenir la perdida de los 
solutos cargados y polares de la celula. Por consiguiente, debe 
haber alguna provision especial que permita el movimiento de 
nutrimentos, iones, productos de desecho y otros compuestos, 
hacia el interior y exterior de la celula. Hay dos medios basicos 
para el movimiento de sustancias a traves de una membrana: en 
forma pasiva por difusion y en forma activa mediante un proceso 
de transporte con gasto energetico. Ambos tipos de movimien- 
tos permiten el flujo neto de un ion o compuesto particular. El 
termino flujo neto indica que el movimiento de la sustancia hacia 
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FIGURA 4-32 Cuatro mecanismos basicos por los cuales las moleculas de 
soluto se mueven a traves de la membrana. Los tamanos relativos de las 
letras indican las direcciones de los gradientes de concentracion. a) Difusion 
simple a traves de la bicapa, que siempre avanza de la mayor concentracion 
a la menor. b ) Difusion simple por un canal acuoso formado dentro de una 
proteina integral de membrana o un cumulo de estas protefnas. Como en 
a, el movimiento siempre es en favor de un gradiente de concentracion. c ) 
Difusion facilitada en la que las moleculas de soluto se unen de manera 
especifica con un portador proteico en la membrana (transportador faci- 
litador). Como en a y en b , el movimiento siempre va de la concentracion 
alta a la baja. d) Transporte activo mediante un transportador proteico con 
un sitio de union especffico que sufre un cambio en la afinidad y se impulsa 
con la energfa que libera un proceso exergonico, como la hidrolisis de ATP. 
El movimiento ocurre contra un gradiente de concentracion. e ) Ejemplos de 
cada tipo de mecanismo como suceden en la membrana de un eritrocito. 


el interior de la celula ( entrada ) y exterior ( sa/ida) de la celula no 
esta equilibrado, sino que uno excede al otro. 

Se conocen varios procesos diferentes mediante los cua¬ 
les las sustancias cruzan las membranas: difusion simple por la 
bicapa de lipidos; difusion simple por un canal acuoso recubier- 
to con proteina; difusion facilitada por un transportador pro¬ 
teico, y transporte activo, que requiere una “bomba” de proteina 
impulsada por energia capaz de mover sustancias contra un gra¬ 
diente de concentracion (fig. 4-32). Se considera cada uno en su 
momento, pero primero se describe la energetica del movimien¬ 
to de solutos. 


La energetica del movimiento de solutos 

La difusion es un proceso espontaneo en el que una sustancia 
se mueve de una region de alta concentracion a otra con baja 
concentracion, lo que al final elimina la diferencia de concen¬ 
tracion entre las dos regiones. Como se describe en la pagina 
87, la difusion depende del movimiento termico aleatorio de 
solutos y es un proceso exergonico impulsado por un aumento 
de la entropia. La discusion siguiente se limita a la difusion de 
sustancias a traves de membranas. 

El cambio de energia fibre que ocurre cuando un soluto sin 
carga (un no electrolito) se difunde a traves de una membrana 
depende de la magnitud del gradiente de concentracion, esto es, 
la diferencia de la concentracion a cada lado de la membrana. La 
siguiente relation describe el movimiento de un no electrolito 
hacia dentro de la celula: 


AG = RT In 


fCJ 

[CJ 


AG = 2.303 ATlog 10 j^j 

donde AG es el cambio de energia fibre (section 3.1), A la cons- 
tante de gas, Tla temperatura absoluta del soluto y [C ; ]/[C o ] la 
proportion entre la concentracion del soluto en las superficies 
interna (i) y externa (o) de la membrana. A 25°C, 

rc-i 

AG = 1.4 kcal/mol • log 10 Lr 

L^ol 

Si la proportion [G]/[C ] es menor a 1.0, el logaritmo de la 
proportion es negativo, AG es negativo y la entrada neta de 
soluto esta favorecida desde el punto de vista termodinamico 
(exergonico). Por ejemplo, si la concentracion externa de soluto 
es 10 veces mayor a la interna, AG = -1.4 kcal/mol. Por lo tanto, 
el mantenimiento del gradiente de concentracion de 10 veces 
representa un almacenamiento de 1.4 kcal/mol. Conforme el 
soluto entra a la celula, disminuye el gradiente de concentracion, 
la energia almacenada se disipa y AG decrece hasta que, en equi- 
librio, es de cero. (Para calcular AG para el movimiento de un 
soluto hacia fuera de la celula, el termino para las proporciones 
de concentracion se cambia a [C o ]/[C i ].) 

Si el soluto es un electrolito (una especie con carga), tam- 
bien debe considerarse la diferencia de carga general entre los 
dos compartimientos. Como resultado de la repulsion mutua de 
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iones con cargas similares, el paso de un electrolito a traves de 
la membrana de un compartimiento a otro con una carga neta 
del mismo signo es un cambio no favorecido, desde el punto de 
vista termodinamico. Por el contrario, si la carga del electrolito 
es de signo contrario al que tiene el compartimiento hacia el 
cual se dirige, el proceso se favorece en sentido termodinamico. 
Mientras mayor sea la diferencia en la carga (diferencia potencial 
o voltaje) entre ambos compartimientos, mayor es la diferencia 
en la energia libre. Por lo tanto, la tendencia de un electrolito 
para difundir entre dos compartimientos depende de dos gra- 
dientes: un gradiente quimico determinado por la diferencia de 
la concentration entre los dos compartimientos y un gradiente 
de potencial electrico, determinado por la diferencia en la carga. 
Juntas, estas diferencias se combinan para formar un gradiente 
electroqmmico. El cambio de energia libre para la difusion de 
un electrolito hacia el interior de la celula es 

AG = ATln^ + zFAE m 

L'-oJ 

donde z es la carga del soluto, Fla constante de Faraday (23.06 
kcal/V • equivalente, donde un equivalente es la cantidad del 
electrolito que tiene un mol de carga) y A£ m la diferencia de 
potencial (en voltios) entre los dos compartimientos. En el 
ejemplo previo se vio que una diferencia de 10 veces en la con¬ 
centration de un no electrolito a traves de una membrana a 25°C 
genera una AG de -1.4 kcal/mol. Supongase que el gradiente de 
concentration consistiera en iones de sodio (Na + ), que tienen 
una concentration 10 veces mayor fiiera de la celula que en el 
citoplasma. Como el voltaje a traves de la membrana de una 
celula casi siempre es cercano a -70 mV (pag. 164), el cambio de 
energia libre para el movimiento de un mol de iones Na + hacia 
el interior de la celula en estas condiciones seria: 

AG = -1.4 kcal/mol + zFFE 

m 

AG = -1.4 kcal/mol + (1)(23.06 kcal/V • mol)(-0.07 V) 

= -3.1 kcal/mol 

En consecuencia, en las condiciones descritas, la diferencia de 
concentration y el potencial electrico hacen contribuciones 
similares al almacenamiento de energia libre a traves de la mem¬ 
brana. 

La interrelation entre las diferencias de concentration y 
potencial se ve en la difusion de los iones de potasio (K + ) hacia 
el exterior de la celula. La salida de este ion se ve favorecida por 
el gradiente de concentration de K + , ya que la concentration de 
K + es mas alta dentro de la celula, pero esta amortiguada por el 
gradiente electrico que su difusion crea, la cual deja una carga 
negativa mayor dentro de la celula. Este tema se trata con mas 
detalle cuando se considera el tema de potenciales de membrana 
e impulsos nerviosos en la section 4.8. 


Difusion de sustancias a traves 
de las membranas 

Antes que un no electrolito se difunda en forma pasiva a traves 
de una membrana plasmatica deben cumplirse dos condiciones. 
La sustancia debe estar presente en mayor concentration en un 
lado de la membrana que en el otro y la membrana debe ser 


permeable a la sustancia. Una membrana puede ser permeable a 
determinado soluto: a) porque ese soluto puede pasar en forma 
directa por la bicapa de lipidos o b) porque ese soluto puede 
atravesar un poro acuoso que cruza la membrana e impide que el 
soluto entre en contacto con las moleculas lipidicas de la bicapa. 
Para empezar, considerese la primera via en la que una sustancia 
debe disolverse en la bicapa de lipidos para pasar por la mem¬ 
brana. 

La description de la difusion simple lleva a considerar la 
polaridad de un soluto. Una medida simple de polaridad (o 
no polaridad) de una sustancia es su coeficiente de particion, 
que es la proportion entre su solubilidad en un solvente no polar, 
como octanol o un aceite vegetal, y la solubilidad en agua en 
condiciones en las que el solvente no polar y el agua se mezclen. 
La figura 4-33 muestra la relation entre el coeficiente de parti¬ 
tion y la permeabilidad de la membrana de diversas sustancias y 
farmacos. Resulta evidente que mientras mayor sea la solubili¬ 
dad en lipidos es mas rapida la penetration. 

Otro factor que determina la velocidad de penetration de 
un compuesto a traves de la membrana es su tamano. Si dos 
moleculas tienen coeficientes de particion similares, la molecu- 
la mas pequena tiende a penetrar la bicapa de lipidos de una 
membrana con mas rapidez que la molecula mas grande. Las 
moleculas muy pequenas sin carga penetran con gran rapidez 
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FIGURA 4-33 Relacion entre el coeficiente de particion y la permeabilidad 
de la membrana. En este caso se midio la penetracion de diversas sustancias 
y farmacos a traves de las membranas plasmaticas de las celulas que recu- 
bren los capilares cerebrales. Las sustancias penetran porque pasan a traves 
de la bicapa lipidica de estas celulas. El coeficiente de particion se expresa 
como el indice entre la solubilidad de un soluto en octanol y su solubilidad 
en agua. La permeabilidad se expresa como la penetrancia (P) en cm/seg. 
Para todos los compuestos, excepto unos cuantos como la vinblastina y la 
vincristina, la penetracion es directamente proporcional a la solubilidad en 
lipidos. (Tomada de N. J. Abbott e I. A. Romero, Molec Med Today 
2:110,1996; © 1996, con autorizacion de Elsevier Science.) 
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las membranas celulares. Por consiguiente, las membranas son 
muypermeables alas moleculas inorganicas pequenas, como 0 2 , 
C0 2 , NO y H 2 0, que se considera que pasan entre los fosfo- 
llpidos adyacentes. A diferencia de las moleculas polares mas 
grandes, como los azucares, aminoacidos e intermediarios fos- 
forilados, poseen poca penetrabilidad en la membrana. Como 
resultado, la bicapa lipidica de la membrana plasmatica consti- 
tuye una barrera efectiva que impide la difusion de estos meta¬ 
bolites esenciales hacia el exterior. Algunas de estas moleculas 
(p. ej., azucares y aminoacidos) deben entrar a las celulas a partir 
de la corriente sanguinea, pero no pueden hacerlo por difusion 
simple. En lugar de eso, debe haber mecanismos especiales dis- 
ponibles que permitan su penetracion a traves de la membra¬ 
na plasmatica. El uso de estos permite que la celula regule el 
movimiento de sustancias a traves de su barrera superficial. Mas 
adelante se regresara a esta caracteristica. 

La difusion del agua a traves de las membranas Las 
moleculas de agua se mueven con mucha mas rapidez a traves 
de la membrana celular que los iones disueltos o los pequenos 
solutes organicos polares, que son incapaces de penetrar. A causa 
de esta diferencia en la penetrabilidad del agua en comparacion 
con los solutos, se dice que las membranas son semipermeables. 
El agua se mueve con facilidad a traves de una membrana semi- 
permeable de una region con menor concentration de solutos 
a una region con mayor concentration de solutos. Este proceso 
se llama osmosis y es facil de demostrar si se coloca una celula 
en una solution que contenga un soluto no penetrante con una 
concentration diferente a la presente dentro de la celula. 

Cuando se separan dos compartimientos con diferente con¬ 
centration de solutos mediante una membrana semipermeable, 
se dice que el compartimiento con mayor concentration de solu¬ 
tos es hipertonico (0 hiperosmotico) en relation con el com- 


portamiento que tiene la menor concentration de soluto, que se 
describe como hipotonico (o hipoosmotico). Cuando se coloca 
una celula en una solution hipotonica, muy pronto la celula cap- 
ta agua por osmosis y se hincha (fig. 4-34?). Por el contrario, 
una celula que se coloca en una solution hipotonica pierde agua 
por osmosis y se encoge (fig. 4-34£). Estas simples observacio- 
nes muestran que el volumen de una celula esta controlado por 
la diferencia entre la concentration de soluto dentro de la 
celula y la concentration en el medio extracelular. Por lo general, 
la hinchazon y el encogimiento de las celulas en medios un poco 
hipotonicos e hipertonicos son fenomenos temporales. Despues 
de unos cuantos minutes, las celulas se recuperan y regresan a 
su volumen original. En un medio hipotonico, la recuperation 
se produce conforme las celulas pierden iones, lo que reduce su 
presion osmotica interna. En un medio hipertonico, la recupe¬ 
ration se logra cuando la celula obtiene iones del medio. Una 
vez que la concentration interna de solutos (que incluye una alta 
concentration de proteinas disueltas) iguala a la concentration 
externa de solutos, los liquidos interno y externo son isotonicos 
(0 isoosmoticos) y ya no se produce desplazamiento de agua 
hacia dentro 0 fuera de la celula (fig. 4-34r). 

La osmosis es un factor importante en muchas funciones 
corporales. Por ejemplo, el tubo digestivo secreta varios litres de 
jugo al dia y las celulas que recubren el intestino lo resorben por 
osmosis. Si este liquido no se reabsorbiera, como sucede en el 
caso de la diarrea extrema, la persona enfrentaria la posibilidad 
de deshidratacion rapida. Las plantas recurren a la osmosis de 
distintas maneras. A diferencia de las celulas animales que casi 
siempre son isotonicas respecto del medio en el que se encuen- 
tran inmersas, las celulas vegetales casi siempre son hipertoni- 
cas en comparacion con su ambiente liquido. Como resultado, 
existe una tendencia a que el agua ingrese a la celula, lo que 
ocasiona una presion interna ( turgencia ) que empuja contra la 


(a) Solucion hipotonica 


( b ) Solucion hipertonica 


(c) Solucion isotonica 



Perdida neta de agua Sin perdida ni ganancia neta 

La celula se encoge 




FIGURA 4-34 Efectos de las diferencias de la concentration de solutos en 
los lados contrarios de la membrana plasmatica. a) Una celula colocada 
en una solucion hipotonica (con menor concentration de soluto que la celu¬ 
la) se hincha por la ganancia neta de agua mediante osmosis, b ) Una celula 


en una solucion hipertonica se encoge por la perdida neta de agua mediante 
osmosis, c ) Una celula colocada en una solucion isotonica mantiene un volu¬ 
men constante porque la entrada y salida de agua son iguales. 
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FIGURA 4-35 Efectos de la osmosis en una celula vegetal, a) Las 

plantas acuaticas que viven en agua dulce estan rodeadas por un 
ambiente hipotonico. Por lo tanto, el agua tiende a entrar a las celulas, lo que 
crea la presion por turgencia. b ) Si la planta se coloca en una solution hiper- 
tonica, como el agua marina, la celula pierde agua y la membrana plasmatica 
se aleja de la pared celular. (© Ed Reschke.) 



pared circundante (fig. 4-35a). La presion de la turgencia sumi- 
nistra soporte a las plantas no lenosas y las partes no lenosas 
de las plantas, como las hojas. Si una celula vegetal se coloca 
en un medio hipertonico, su volumen se reduce conforme la 
membrana plasmatica se separa de la pared celular que la rodea, 
un proceso conocido como plasmolisis (fig. 4-35$). La perdida 
de agua debida a la plasmolisis hace que las plantas pierdan su 
soporte y se marchiten. 

Muchas celulas son mucho mas permeables al agua de lo 
que puede explicarse por la difusion simple a traves de la bica- 
pa de lipidos. A principios del decenio de 1990, Peter Agre y 
colaboradores de la Johns Hopkins University intentaban aislar 
y purificar las proteinas de membrana que constituyen el antige- 
no Rh presente en la superficie de los eritrocitos. Durante esta 
tarea identificaron una proteina la cual pensaron que podria ser 


el largamente buscado canal de agua de la membrana eritroci- 
tica. Para probar su hipotesis, modificaron mediante ingenie- 
ria genetica oocitos de rana para incorporar la proteina recien 
descubierta en sus membranas plasmaticas y luego colocaron 
los oocitos en un medio hipotonico. Exactamente como habian 
predicho, los oocitos se hincharon debido al ingreso de agua y 
al final estallaron. Los investigadores habian descubierto una 
familia de pequenas proteinas integrales, llamadas acuaporinas, 
que permiten el movimiento pasivo de agua de un lado de la 
membrana plasmatica al otro. Cada subunidad de acuaporina 
(en la proteina de cuatro subunidades) contiene un canal central 
que esta recubierto principalmente con aminoacidos hidrofobos 
y es altamente especifico para las moleculas de agua. Alrededor 
de mil millones de moleculas de agua, en una sola fila, pueden 
pasar por cada canal cada segundo. Al mismo tiempo, los iones 
H + , que por lo general saltan a lo largo de una cadena de mole¬ 
culas de agua, no pueden penetrar estos poros abiertos. El posi- 
ble mecanismo por el cual estos canales son capaces de excluir 
protones ha sido sugerido por una combination de estudios 
cristalograficos por rayos X, que han revelado la estructura de la 
proteina, y simulaciones por computadora (pag. 60), que pusie- 
ron a funcionar esta estructura proteinica. En la figura 4.36a se 
presenta un modelo basado en estas simulaciones. Muy cerca de 
su punto mas estrecho, la pared de un canal de acuaporina con¬ 
tiene un par de cargas positivas situadas de manera muy precisa 
(residuos N203 y N68 en la figura 4.36$) que atraen el atomo de 
oxigeno de cada molecula de agua conforme esta se acelera para 
pasar por la constriction de la proteina. Esta interaction orien- 
ta la molecula de agua central en una position que impide que 
mantenga los enlaces de hidrogeno que normalmente la unen 
a las moleculas de agua adyacentes. Esto elimina el puente que 
en circunstancias normales permitiria a los protones moverse de 
una molecula de agua a la siguiente. 

Las acuaporinas son muy abundantes en celulas, como las de 
los tubulos renales o las raices de las plantas, en las que el paso 
de agua tiene un papel crucial en las actividades fisiologicas de 
los tejidos. La hormona vasopresina, que estimula la retention 
de agua en los tubulos colectores del rinon, actua a traves de 
una de estas proteinas (AQP2). En algunos casos del trastorno 
hereditario diabetes inslpida nefrogena congenita se ha rastreado el 
defecto hasta una mutation en este canal de acuaporina. Las per¬ 
sonas que sufren esta enfermedad eliminan enormes cantidades 
de orina porque sus rinones no responden a la vasopresina. 

La difusion de iones a traves de las membranas La bica- 
pa de lipidos que constituye el centra de las membranas biologi- 
cas es impermeable a las sustancias con carga electrica, incluidos 
iones pequenos como Na + , K + , Ca 2+ y CL. Aun asi, el movi¬ 
miento (conductancia) de estos iones a traves de las membra¬ 
nas tiene una funcion esencial en multiples actividades celulares, 
incluidas la formation y propagation de un impulso nervioso, 
secretion de sustancias hacia el espacio celular, contraction mus¬ 
cular, regulation del volumen celular y la abertura de estomas en 
las hojas de las plantas. 

En 1955, Alan Hodgkin y Richard Keynes de la Cambridge 
University propusieron por primera vez que las membranas 
celulares contenian canales ionicos, es decir, aberturas en la 
membrana que son permeables a iones especificos. A finales del 
decenio de 1960 y en el de 1970, Bertil Hille de la University of 
Washington y Clay Armstrong de la University of Pennsylvania 
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FIGURA 4-36 Paso de moleculas de 
agua a traves de un canal de acua- 
porina. a ) Instantanea de una 
simulacion dinamica molecular de 
una corriente de moleculas de agua 
(esferas rojo y bianco) que pasan en 
una sola fila por un canal en una de 
las subunidades de una molecula 
de acuaporina que residen dentro 
de la membrana. b) Modelo que 
describe el mecanismo por el cual 
las moleculas de agua pasan por un 
canal de acuaporina con la exclu¬ 
sion simultanea de protones. Se 
muestran nueve moleculas de agua 
alineadas en una sola fila a lo largo 
de la pared del canal. Cada mole¬ 
cula de agua se ilustra como un 
atomo de oxfgeno (O) circular rojo 
con dos hidrogenos (H) unidos a el. 

En este modelo, las cuatro molecu¬ 
las de agua de las partes superior e 
inferior del canal estan orientadas, 
como resultado de su interaction 
con los grupos carbonilo (C=0) ^ 

del esqueleto de protefna (pag. 51), 

con sus atomos de hidrogeno dirigidos en sentido opuesto al centro del 
canal. Estas moleculas de agua son capaces de formar puentes de hidroge¬ 
no (lfneas discontinuas) con sus vecinas. En cambio, la molecula de agua 
individual en el centro del canal esta en una position que le impide formar 
enlaces de hidrogeno con otras moleculas de agua, lo cual tiene el efecto de 
interrrumpir el flujo de protones por el canal. Puede verse una animation de 
los canales de acuaporina en www.nobelprize.org/nobel_prizes/chemistry/ 
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empezaron a obtener evidencia de la existencia de estos canales. 
La “prueba” final surgio del trabajo de Bert Sakmann y Erwin 
Neher del Instituto Max Planck, de Alemania a finales del dece- 
nio de 1970 y en el de 1980 desarrollaron tecnicas para vigilar 
la corriente ionica que pasa por un solo canal ionico. Lo logra- 


ron con micropipetas muy finas con electrodos hechas de vidrio 
pulido que se colocan en la superficie externa de la celula y sellan 
la membrana por suction. Asi puede mantenerse el voltaje a tra¬ 
ves de la membrana (fijarse) en cualquier valor particular y se 
puede medir la corriente que se origina en el pequeno parche de 



FIGURA 4-37 Medicion de la conductancia de 
un canal ionico mediante registro con pinza 
de parche. a) En esta tecnica, una micropipe- 
ta de vidrio bien pulida se coloca contra una 
porcion de la superficie externa de la celula y se 
aplica aspiracion para sellar el borde de la pipe- 
ta contra la membrana plasmatica. Dado que 
la pipeta esta equipada con un electrodo (un 
microelectrodo ), puede suministrarse un voltaje a 
traves del parche de membrana encerrado por la 
pipeta y es posible medir la respuesta del flujo 
de iones a traves de los canales de la membra¬ 
na. Como se indica en la figura, la micropipeta 
puede rodear un parche de membrana que con- 
tenga un solo canal ionico, lo que permite a los 
investigadores vigilar la abertura y cierre de un 
solo canal con compuerta, ademas de medir su 
conductancia con la aplicacion de diferentes voltajes. b) La micrograffa evi¬ 
dencia los registros con pinza de parche que se tomaron de una sola celula 
fotorreceptora de la retina de una salamandra. Una porcion de la celula entra 
a la micropipeta de vidrio por la aspiracion, mientras una segunda micropi¬ 


peta con electrodo (abajo a la derecha) se sella contra un pequeno parche de 
membrana plasmatica en otra parte de la celula. ( B , tomada de T. D. Lamb, 
H. R. Matthews y V. Torre, J Physiol 372:319, 1986; reproducida 

CON AUTORIZACION.) 
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membrana rodeado por la pipeta (fig. 4-37). Estos estudios fun- 
damentales marcaron las primeras investigaciones exitosas de 
las actividades de las moleculas individuales de proteina. Ahora, 
los biologos ya identificaron una variedad asombrosa de canales 
ionicos, cada uno formado por protelnas integrales de membra¬ 
na que rodean un poro acuoso central. Como podria haberse 
predicho, las mutaciones en los genes que codifican canales ioni¬ 
cos tienen la capacidad de causar muchas enfermedades graves 
(vease el cuadro 1 de la section Perspectiva humana, pag. 160). 

Casi todos los canales ionicos son muy selectivos y solo 
permiten el paso de un tipo particular de iones por el poro. 
Como sucede con la difusion pasiva de otros tipos de solutos a 
traves de las membranas, la difusion de iones a traves de un canal 
siempre es “colina abajo”, es decir, de un estado de mayor energia 
a un estado de menor. La mayoria de los canales ionicos que se 
han identificado puede encontrarse en su conformation abier- 
ta o cerrada; se dice que estos canales son controlados por una 
especie de compuerta (o simplemente controlados). La aber- 
tura y cierre de puertas estan sujetos a la regulation fisiologica 
compleja y pueden inducirse con diversos factores, segun sea el 
canal particular. Las dos categorias principales de los canales 
con puerta son las siguientes: 

1. Canales abiertos por voltaje, cuya conformation depende 
de la diferencia de la carga ionica a los dos lados de la mem¬ 
brana. 

2. Canales abiertos porligando, cuya conformation depende 
de la union con una molecula especifica (el ligando), que casi 
nunca es el soluto que pasa por el canal. Algunos canales 
abiertos por ligando se abren (o cierran) despues de la union 
de una molecula con la superficie externa del canal; otros se 
abren (o cierran) despues de la union de un ligando con la 
superficie interna del canal. Por ejemplo, los neurotransmi- 
sores como la acetilcolina actuan en la superficie externa de 
ciertos canales cationicos, mientras que ciertos nucleotidos, 
como el cAMP, actuan sobre la superficie interna de ciertos 
canales ionicos para calcio. 

3. Canales controlados mecanicamente, cuyo estado confor¬ 
mational depende de fuerzas mecanicas (p. ej., tension por 
estiramiento) que se aplican a la membrana. Por ejemplo, los 
miembros de una familia de canales cationicos son abiertos 
por los movimientos de estereocilios (vease fig. 9-54) en las 
celulas pilosas del oido interno en respuesta a sonido o movi¬ 
mientos de la cabeza. 

La description siguiente se enfoca en la estructura y funcion 
de los canales ionicos de potasio porque son los que mejor se 
conocen. 

En 1998, Roderick MacKinnon y colaboradores de la 
Rockefeller University obtuvieron la primera imagen de resolu¬ 
tion atomica de una proteina de canal ionico, en este caso un 
canal ionico bacteriano para el potasio llamado KcsA. La rela¬ 
tion entre estructura y funcion es evidente en todos los confi¬ 
nes del mundo biologico, pero resulta dificil encontrar un mejor 
ejemplo que el del canal ionico de K + que se ilustra en la figura 
4-38. Como se vera pronto, la formulation de esta estructura 
condujo directamente a un entendimiento del mecanismo por el 
cual estas notables maquinas moleculares son capaces de selec- 
cionar de manera abrumadora iones K + sobre iones Na + , y al 
mismo tiempo permitir una conductancia increiblemente gran- 



FIGURA 4-38 Estructura tridimensional del canal bacteriano KcsA y la 
selection de iones K + . Este canal ionico para el K + posee cuatro sub- 
unidades, dos de las cuales se muestran aqui. Cada subunidad se compone 
de helices Ml y M2 unidas por un segmento P (poro) que consiste en una 
helice corta y una porcion no helicoidal que recubre el canal a traves del cual 
pasan los iones. Una porcion de cada segmento P contiene un pentapeptido 
conservado (GYGVT), cuyos residuos recubren el filtro de selectividad que 
elige los iones K + . Los atomos de oxfgeno de los grupos carbonilo de estos 
residuos se proyectan en el canal, donde pueden interactuar en forma selec- 
tiva con los iones K + (indicados por las mallas rojas) dentro del filtro. Como 
se indica en el inserto superior, el filtro de selectividad contiene cuatro ani- 
llos de atomos O carbonilo y un anillo de atomos O treonilo; cada uno de 
estos cinco anillos posee cuatro atomos O, uno donado por cada subunidad. 
El diametro de los anillos es apenas lo bastante grande para que los ocho 
atomos O puedan coordinar un solo ion K + y repongan su agua normal 
de hidratacion. Aunque se muestran cuatro sitios de union para K + , solo 
dos se ocupan cada vez. (Tomada de Roderick MacKinnon, reimpresa 
con autorizacion de Nature Med 5:1108,1999; © 1999, Macmillan 
Magazines Limited.) 


de de iones K + a traves de la membrana. Tambien se observara 
que los mecanismos de selectividad y conductancia ionica en 
este canal bacteriano son virtualmente identicos a los que ope- 
ran en los canales de mamifero, mucho mas grandes. Resulta 
evidente que los desafios basicos en la operation de un canal 
ionico se resolvieron relativamente temprano en la evolution, 
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aunque muchas depuraciones aparecieron en los mil o dos mil 
millones de anos siguientes. 

El canal KcsA consiste en cuatro subunidades, dos de las 
cuales se muestran en la figura 4-38. Se puede ver que cada 
subunidad de la figura contiene dos helices que cruzan la mem- 
brana (Ml y M2) y una region poro (P) en el extremo extrace- 
lular del canal. P incluye una helice poro corta que abarca cerca 
de un tercio del grosor del canal y un asa no helicoidal (en cafe 
claro en la figura 4-38) que forma el recubrimiento de un filtro 
de selectividad estrecho, llamado asi por su papel para permitir 
solo el paso de iones K + . 

El recubrimiento del filtro de selectividad contiene un pen- 
tapeptido bien conservado: Gli-Tir-Gli-Val-Tre (o GYGVT en 
la nomenclatura de una sola letra). La estructura cristalografica 
con rayos X del canal KcsA muestra que la columna vertebral de 
grupos carbonilo (C=0) del pentapeptido conservado (vease 
la estructura de la columna en la pagina 51) forma el recubri¬ 
miento del filtro de selectividad. Los residuos conservados del 
filtro de selectividad crean cinco anillos sucesivos de atomos de 
oxigeno (cuatro anillos estan formados por oxigenos carbonilo 
de la columna de polipeptido y un anillo consiste en atomos de 
oxigeno de la cadena lateral de la treonina). Cada anillo contiene 
cuatro atomos de oxigeno (uno de cada subunidad) y tiene un 
diametro aproximado de 3 A un poco mayor que el diametro 
de 2.7 A del ion K + que perdio su cubierta normal de hidra- 
tacion. Por consiguiente, los atomos de 0 electronegativos que 
recubren el filtro de selectividad pueden sustituir la cubierta de 
moleculas de agua que se desplazan conforme cada ion K + entra 
al poro. En este modelo, el filtro de selectividad contiene cuatro 
sitios potenciales para union con iones K + . Como se indica en la 
entrada superior de la figura 4-38, un ion K + unido en cualquie- 
ra de estos cuatro sitios ocuparia el centra de una “caja”que tiene 
cuatro atomos de 0 en un piano sobre el ion y cuatro atomos de 
0 en un piano por debajo del atomo. Como resultado, cada ion 
K + en uno de estos sitios se coordinaria con ocho atomos de 0 
del filtro de selectividad. Aunque el filtro de selectividad tiene 
un ajuste preciso para un ion K + deshidratado, es mucho mas 
grande que el diametro del ion Na + deshidratado (1.9 A). Por 
consiguiente, un ion Na + no puede interactuar en forma optima 
con los ocho atomos de oxigeno necesarios para estabilizarlo en 
el poro. Como resultado, los iones Na + mas pequenos no pue¬ 
den veneer la barrera de mayor energia necesaria para penetrar 
el poro. 

Aunque hay cuatro sitios potenciales para union con el ion 
K + , solo dos se ocupan en un momento determinado. Se cree 
que los iones de potasio se mueven, dos a la vez, de los sitios 1 
y 3 a los sitios 2 y 4, como se indica en la entrada superior de la 
figura 4-38. La entrada de un tercer ion K + en el filtro de selec¬ 
tividad crea una repulsion electrostatica que expulsa el ion unido 
en el extremo contrario de la linea. Algunos estudios indican que 
no existe ninguna barrera energetica para que un ion se mueva de 
un sitio de union al siguiente, lo cual explica el flujo tan rapido 
de iones a traves de la membrana. Cuando se consideran en con- 
junto, estas conclusiones acerca de la selectividad del ion K + y la 
conductancia proporcionan un ejemplo magnifico de lo mucho 
que se puede aprender sobre la funcion biologica mediante la 
comprension de la estructura molecular. 

El canal KcsA mostrado en la figura 4-38 tiene una puer- 
ta, tal como los canales eucariotas. En la figura 4-20 se ilus- 


Cerrado 


Abierto 





FIGURA 4-39 Ilustracion esquematica del modelo de flexion por 
bisagra de la abertura del canal bacteriano KcsA. Las helices 
M2 de cada subunidad se flexionan hacia fuera en un residuo de glicina 
especifico, el cual abre el extremo intracelular del canal a los iones K + . 
(Tomada de B. L. Kelly y A. Gross, reimpresa con autorizacion de 
Nature Struct Biol 10:280, 2003. © 2003, Macmillan Magazines 
Limited.) 


tra la abertura de la puerta del canal KcsA como respuesta 
a un pH muy bajo. La estructura de KcsA que se muestra en 
la figura 4-38 que en realidad es la conformation cerrada de la 
proteina (a pesar del hecho de que muestra la presencia de iones 
en su canal). Aun no es posible cristalizar el canal KcsA en 
su conformation abierta, pero se pudo cristalizar un canal del 
K + homologo de las celulas procariotas (llamado MthK) en la 
conformation abierta y se identified su estructura. La compa- 
racion de la estructura abierta de MthK y la estructura cerrada 
de la proteina homologa KcsA sugiere que la abertura de estas 
moleculas se logra mediante cambios en la conformation de los 
extremos citoplasmicos de las helices internas (M2). Como se ve 
en la figura 4-38 y en la parte izquierda de la figura 4-39, en la 
conformation cerrada las helices M2 son rectas y estan cruzadas 
unas sobre otras para formar un “haz de helices” que sella la cara 
citoplasmica del poro. En el modelo de la figura 4-39, el canal se 
abre cuando las helices M2 se flexionan en el punto de bisagra 
especifico en el que se localiza el residuo de glicina. 

Ahora que se vio como operan estos canales procariotas 
para el K + , es mas facil comprender la estructura y funcion de las 
versiones eucariotas mas complejas, que se cree son similares. Ya 
se aislaron los genes que codifican distintos canales para el K + 
activados por voltaje (o Kv) y se estudio la anatomia molecular 
de sus proteinas. Los canales Kv de las plantas tienen un come- 
tido importante en el balance de sal y agua y en la regulation 
del volumen celular. Los canales Kv de los animales son mejor 
conocidos por su cometido en el funcionamiento de musculos y 
nervios, que se explora al final del capitulo. Los canales Kv de los 
eucariotas contienen seis helices relacionadas con la membrana, 
Uamadas S1-S6, que se muestran en dos dimensiones en la figu¬ 
ra 4-40. Estas seis helices pueden agruparse en dos dominios 
funcionalmente distintos: 

1. Un dominio de poro que posee la misma configuration basica 
que la del canal bacteriano complete ilustrado en la figura 
4-38 y contiene el filtro de selectividad que promueve el paso 
de los iones K + . Las helices Ml y M2 y el segmento P del 
canal KcsA de la figura 4-38 son homologos de las helices S5 
y S6 y el segmento P de los canales eucariotas abiertos por 
voltaje ilustrados en la figura 4-40. Al igual que las helices 
M2 de KcsA, las helices S6 recubren gran parte del poro y su 
configuration determina si la puerta del canal esta abierta o 
cerrada. 
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FIGURA 4-40 Estructura del canal de K + activado por voltaje de celulas 
eucariotas. Imagen bidimensional de una subunidad del canal de K + que 
muestra sus seis helices relacionadas con la membrana y una porcion del 
polipeptido (llamado helice del poro o P) que entra a la protefna para for mar 
parte de la pared del canal. El detalle ilustra la secuencia de aminoacidos de 
la helice S4 del canal ionico K + sacudidor de Drosophila sp., que contiene 


siete cadenas laterales con carga positiva que sirven al parecer como sensor 
de voltaje. Las cadenas laterales con carga positiva se situan en cada tercer 
residuo a lo largo de la helice, por lo demas hidrofoba. Este miembro de la 
familia Kv se llama canal sacudidor porque las moscas con ciertas mutaciones 
en la protefna se sacuden con vigor cuando se anestesian con eter. El canal 
sacudidor fue el primer canal del K + identificado y clonado en 1987. 


2. Un dominio sensor de voltaje que consiste en las helices S1-S4 
que perciben el voltaje a traves de la membrana plasmatica 
(como se describe mas adelante). 

En la figura 4-41 se presenta la estructura cristalina tri¬ 
dimensional de un canal Kv eucariota completo purificado de 
cerebro de rata. La determination de esta estructura fue hecha 
posible por el uso de una mezcla de detergente y lipido durante 
todo el proceso de purification y cristalizacion. Como el canal 
KcsA, un solo canal Kv eucariota consta de cuatro subunidades 
homologas dispuestas en forma simetrica alrededor del poro 
central que conduce iones. El filtro de selectividad, y por tanto 
el mecanismo supuesto de selection de iones K + , es virtualmen- 
te identico en las proteinas KcsA procariotas y las Kv eucariotas. 
La compuerta que conduce a un canal Kv esta formada por los 
extremos internos de las helices S6 y se cree que se abre y cierra 
de modo similar a como ocurre en el caso de las helices M2 del 
canal bacteriano (que se muestra en la figura 4-39). La protei- 
na ilustrada en la figura 4-41 representa el estado abierto del 
canal. 

La helice S4, que contiene varios aminoacidos con carga 
positiva espaciados a lo largo de la cadena polipeptidica (detalle 
de la figura 4-40), actua como el elemento clave del sensor de 
voltaje. En el modelo de la figura 4-41 se observa que el dominio 
sensor de voltaje esta conectado al dominio del poro mediante 
una helice de union corta denotada como S4-S5. En condiciones 
de reposo, el potential negativo a traves de la membrana (pag. 
164) mantiene la compuerta cerrada. Un cambio del potential a 
un valor mas positivo (una despolarizacion, pag. 165) ejerce una 
fuerza electrica sobre la helice S4. Se cree que esta fuerza hace 
que la helice S4 transmembranosa se mueva de tal manera que 


sus residuos con carga positiva cambian de una position en la 
que estan expuestos al citoplasma a una nueva position en la que 
estan expuestos al exterior de la celula. La perception del vol¬ 
taje es un proceso dinamico cuyo mecanismo no puede dilu- 
cidarse mediante una conception estatica de la proteina como 
la que se muestra en la figura 4-41. De hecho, en la actualidad se 
debaten varios modelos antagonicos que describen el mecanis¬ 
mo de action del sensor de voltaje. Cualquier cosa que ocurra, 
el movimiento de la helice S4 en respuesta a la despolarizacion 
de la membrana inicia una serie de cambios conformacionales 
dentro de la proteina que abre la compuerta en el extremo cito- 
plasmico del canal. 

Una vez abierto el canal, mas de diez millones de iones 
potasio pueden pasar por el cada segundo, que es casi la velocidad 
que se produciria mediante difusion fibre en solution. Debido al 
gran influjo de iones, la abertura de una cantidad relativamente 
pequena de canales de K + tiene un impacto significativo en las 
propiedades electricas de la membrana. Despues de que el canal 
se abre por unos cuantos milisegundos, el movimiento de iones 
K + cesa “de modo automatico” por un proceso conocido como 
desactivacion. Para comprender la desactivacion del canal hay 
que considerar una portion adicional de un canal Kv aparte de 
los dos dominios transmembranosos descritos antes. 

Los canales Kv de los eucariotas tipicamente contienen una 
gran estructura citoplasmica cuya composition varia entre los 
diferentes canales. Como se indica en la figura 4-42 a, la desacti¬ 
vacion del canal se logra mediante el movimiento de un pequeno 
peptido de desactivacion que pende de la portion citoplasmica 
de la proteina. Se cree que el peptido de desactivacion llega a 
la boca citoplasmica del poro serpenteando a traves de una de 
cuatro “ventanas laterales” indicadas en la figura. Cuando uno 
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FIGURA 4-41 Estructura tridimensional de un canal de K + activado por 
voltaje de mamifero. a) Estructura cristalina del canal Kvl.2 tetramerico 
completo, miembro de la familia Kv (sacudidor) de canales ionicos de K + 
presentes en las celulas nerviosas del encefalo. La porcion transmembranosa 
se muestra en rojo,y la porcion citoplasmica en azul. Los sitios de union para 
iones potasio se indican en verde. b ) Modelo de liston del mismo canal mos- 
trado en a con las cuatro subunidades que constituyen el canal en diferentes 
colores. Si el lector se concentra en la subunidad roja, podra ver: 1) la sepa¬ 
ration espacial entre los dominios de deteccion de voltaje y los dominios de 
poro de la subunidad y 2) el modo en que los dominios de deteccion de vol¬ 
taje de cada unidad estan dispuestos sobre el borde externo del dominio de 
poro de una subunidad vecina. La porcion citoplasmica de este canal especi- 
fico consta de un dominio Tl, que es parte del polipeptido mismo del canal, y 


un polipeptido (3 separado. c ) Modelo de liston de una subunidad individual 
que muestra la orientation espacial de las seis helices transmembranosas y 
tambien la presencia de la helice de union S4-S5, que conecta los dominios 
sensores de voltaje y de poro. Este enlazador transmite la senal del sensor de 
voltaje S4 que abre el canal. La superficie interna del canal bajo el dominio 
de poro esta recubierta por la helice S6 (un tanto parecida a la helice M2 del 
canal bacteriano que se muestra en la figura 4-38). El canal mostrado aqui se 
encuentra en la configuration abierta con las helices S6 curvadas hacia fuera 
(compare con la figura 4-39) en el sitio marcado PVP (por Pro-Val-Pro, que 
probablemente es la secuencia de aminoacidos de la “bisagra”). (Reimpresa 
con permiso de Stephen B. Long, et al., Science 309:867, 899, 2005, 
CORTESIA DE RODERICK MacKiNNONJ COPYRIGHT 2005, AMERICAN ASSO¬ 
CIATION for the Advancement of Science.) 
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FIGURA 4-42 Estados de conformation de un canal ionico del K + activado 
por voltaje. a ) Modelo tridimensional de un canal ionico del K + eucariota. 
La desactivacion del canal ocurre cuando la porcion N-terminal del poli¬ 
peptido, llamado peptido de desactivacion, se ajusta dentro de la abertura 
citoplasmica del canal, b ) Representation esquematica del canal ionico del 
K + , perpendicular a la membrana desde el lado citoplasmico, que muestra 
el canal en estado cerrado (reposo), abierto y desactivado. ( B , reimpresa 
de Neuron, vol. 20, C. M. Armstrong y B. Hille, Voltage-gated ion 
CHANNELS AND ELECTRICAL EXCITABILITY, PAG. 377. © 1998, CON AUTORI- 
zacion de Elsevier Science.) 
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de estos peptidos colgantes de desactivacion se mueve hacia la 
boca del poro (fig. 4-42«), se bloquea el paso de iones y se desac- 
tiva el canal. En una etapa posterior del ciclo se libera el peptido 
de desactivacion y la compuerta del canal se cierra. A partir de 
esta description se deduce que el canal del potasio puede encon- 
trarse en tres estados diferentes: abierto, desactivado y cerrado, 
que se ilustran en la figura 4-42b. 

Existen diferentes variedades de canales para el pota¬ 
sio. Resulta notable que C. elegans, un nematodo cuyo cuerpo 
consiste solo en unas 1 000 celulas, contenga mas de 90 genes 
diferentes que codifican canales de potasio. Resulta evidente la 
probabilidad de que una sola celula, ya sea de un nematodo, un 
ser humano o una planta, contenga diversos canales del K + dife¬ 
rentes que se abren y cierran como respuesta a distintos voltajes. 
Ademas, el voltaje necesario para abrir o cerrar un canal de K + 
particular varia segun que la proteina del canal este fosforila- 
da, lo que a su vez esta regulado por hormonas y otros factores. 
Es evidente que la funcion del canal ionico esta bajo el control 
de un conjunto diverso y complejo de agentes reguladores. La 
estructura y la funcion de un tipo muy diferente de canal ionico, 
el receptor nicotinico para acetilcolina activado por ligando, es el 
tema de la section Vias experimentales al final de este capitulo. 


Difusion facilitada 

Las sustancias siempre se difunden a traves de una membra- 
na de una region de mayor concentration en un lado a una 
region de menor concentration del lado contrario, pero no 
siempre se difunden a traves de la bicapa lipidica o por un canal. 
En muchos casos, la sustancia que se difunde se une primero en 
forma selectiva con una proteina que cruza la membrana llama- 
da transportador facilitador, el cual promueve el proceso de 
difusion. Se piensa que la union del soluto con el transportador 
facilitador en un lado de la membrana desencadena un cambio 
en la conformation de la proteina, lo que expone al soluto a 
la otra superficie de la membrana, a partir de donde se puede 
difundir en favor del gradiente de concentration. La figura 4-43 
ilustra un ejemplo de este mecanismo. Como operan en forma 
pasiva, es decir, sin unirse con un sistema que libere energia, los 
transportadores facilitadores pueden mediar el movimiento de 
solutos en ambos sentidos con la misma facilidad. La direction 
del flujo neto depende de la concentration relativa de la sustan- 
cia en ambos lados de la membrana. 

La difusion facilitada, como se conoce a este proceso, tiene 
muchas similitudes con una reaction catalizada por una enzi- 
ma. Al igual que las enzimas, los transportadores facilitadores 
son especificos para las moleculas que transportan, por ejemplo, 
discriminan entre los estereoisomeros d y l (pag. 43). Ademas, 
tanto las enzimas como los transportadores tienen cinetica de 
tipo saturation (fig. 4-44). A diferencia de los canales ionicos 
que pueden conducir millones de iones por segundo, la mayoria 
de los transportadores facilitadores solo puede mover de cien- 
tos a miles de moleculas de soluto por segundo a traves de la 
membrana. Otro rasgo importante de los transportadores facili¬ 
tadores es que, al igual que las enzimas y los canales ionicos, su 
actividad puede regularse. La difusion facilitada es muy impor¬ 
tante para mediar la entrada y salida de los solutos polares, como 
los azucares y aminoacidos, que no penetran la bicapa de lipidos. 
Esto se ilustra en la section siguiente. 


Glucosa 






FIGURA 4-43 Difusion facilitada. Modelo esquematico para la difusion 
facilitada de la glucosa que muestra la conformacion alternada de un por- 
tador que expone el sitio de union con glucosa en el interior o exterior de 
la membrana. (Tomada de S. A. Baldwin y G. E. Lienhard, Trends 
Biochem Sci 6:210,1981.) 


El transportador de la glucosa: un ejemplo de difusion 
facilitada La glucosa es la principal fuente corporal de ener¬ 
gia directa y la mayoria de las celulas de los mamiferos con- 
tiene una proteina de membrana que facilita la difusion de la 



FIGURA 4-44 La cinetica de la difusion facilitada compatada con la de la 
difusion fisica simple. 
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glucosa de la sangre a la celula (como se muestra en la figura 
4-43). El gradiente que favorece la difusion continua de glucosa 
hacia la celula se mantiene mediante la fosforilacion del azucar 
despues que entra al citoplasma, lo que disminuye la concen¬ 
tration intracelular de glucosa. Los seres humanos tienen por 
lo menos cinco proteinas relacionadas (isoformas) que actuan 
como transportadores facilitadores de glucosa. Estas isoformas, 
llamadas GLUT1 a GLUT5, se distinguen por los tejidos en 
los que se localizan, asi como por su cinetica y caracteristicas de 
regulation. 

La insulina es una hormona producida por las celulas endo- 
crinas del pancreas que tiene un papel clave en el mantenimien- 
to de los niveles adecuados de azucar en la sangre. El aumento 
de la concentration de glucosa en sangre induce la secretion de 
insulina, la cual estimula la captation de glucosa en varias celulas 
bianco, sobre todo en las celulas de musculo esqueletico y las 
adiposas (adipocitos). Las celulas que responden a la insulina 
comparten una isoforma comun del transportador facilitador de 
glucosa, la GLUT4. Cuando los niveles de insulina son bajos, 
estas celulas presentan relativamente pocos transportadores 
de glucosa en la superficie. En su lugar, los transportadores se 
encuentran dentro de las membranas de las vesiculas citoplas- 
micas. El incremento de las concentraciones de insulina actua 
en las celulas bianco estimulando la fusion de las vesiculas cito- 
plasmicas a la membrana plasmatica, lo cual proporciona los 
transportadores necesarios para llevar glucosa al interior de la 
celula (vease fig. 15-24). 


Transporte activo 

La vida no puede existir en condiciones de equilibrio (pag. 93). 
En ningun sitio esto es mas evidente como en el desequilibrio de 
iones a ambos lados de la membrana plasmatica. La concentra¬ 
tion tipica de K + dentro de una celula de mamifero es cercana 
a 100 mM, mientras que fuera de la celula es solo de 5 mM. Por 
consiguiente, existe un intenso gradiente de concentration de 
K + a traves de la membrana plasmatica que favorece la difusion 
de K + hacia fuera de la celula. Los iones de sodio tambien se 
distribuyen de manera muy desigual a ambos lados de la mem¬ 
brana plasmatica, pero el gradiente es opuesto, la concentration 
de Na + es cercana a 150 mM fuera de la celula y de 10 mM 
dentro de esta. La diferencia de concentration para el calcio 
es aun mayor; la concentration citosolica tipica de 10 -7 M es 
10 000 veces menor que la concentration extracelular. La capa- 
cidad de una celula para generar estos gradientes de concentra¬ 
tion tan grandes a ambos lados de su membrana plasmatica no 
puede ocurrir por difusion simple o difusion facilitada. Estos 
gradientes deben generarse mediante transporte activo. 

Al igual que la difusion facilitada, el transporte activo 
depende de las proteinas integrales de la membrana que se unen 
en forma selectiva con un soluto particular y lo mueven a tra¬ 
ves de la membrana en un proceso impulsado por los cambios 
en la conformation de la proteina. Sin embargo, a diferencia 
de la difusion facilitada, el movimiento de un soluto contra un 
gradiente requiere el ingreso de energia. En consecuencia, el 
movimiento endergonico de iones u otros solutos a traves de la 
membrana contra un gradiente de concentration se une con un 
proceso exergonico, como la hidrolisis del ATP, la absorbancia 


de luz, el transporte de electrones o el flujo de otras sustancias a 
favor de sus gradientes. Las proteinas que realizan el transporte 
activo a menudo se conocen como “bombas”. 

Union del transporte activo con la hidrolisis de ATP En 

1957, el fisiologo danes Jens Skou descubrio la enzima que hidro- 
liza el ATP en las celulas nerviosas de un cangrejo que solo se 
activaba en presencia de iones Na + y K + juntos. Skou propu- 
so, y tenia razon, que esta enzima que produce la hidrolisis del 
ATP era la misma proteina que realizaba el transporte de ambos 
iones; la enzima se llamo ATP-asa de Na + /K + , o bomba de sodio- 
potasio. 

A diferencia del movimiento mediado por proteina de un 
sistema de difusion facilitada que transporta la sustancia por 
igual en cualquiera de las dos direcciones, el transporte activo 
impulsa el movimiento de iones solo en una direction. La ATP- 
asa de Na + /K + es la que produce el gran exceso de iones Na + 
fuera de la celula y el exceso de iones K + dentro de ella. Las 
cargas positivas que tienen estos dos cationes se equilibran con 
las cargas negativas de varios aniones, de manera que los com- 
partimientos extracelular e intracelular permanecen neutros, 
desde el punto de vista electrico. Los iones cloro tienen mayor 
concentration fuera de las celulas, donde equilibran a los iones 
Na + extracelulares. La abundancia de iones K + intracelulares 
se equilibra sobre todo con las cargas negativas excesivas de las 
proteinas y los acidos nucleicos. 

Mucbos estudios mostraron que la proportion entre Na + / 
K + bombeados por la ATP-asa de Na + /K + no es 1:1, sino 3:2 
(vease fig. 4-45). En otras palabras, por cada ATP hidroliza- 
do, se bombean tres iones de sodio hacia el exterior mientras se 
bombean dos iones de potasio al interior de la celula. A causa de 
este indice de bombeo, la ATP-asa de Na + /K + es electrogenica, 
lo que significa que contribuye en forma directa a la separation 
de cargas a traves de la membrana. La ATP-asa de Na + /K + 
es un ejemplo de una bomba ionica de tipo P. La “P” se refiere 
a la fosforilacion, lo que indica que durante el ciclo de bom¬ 
beo, la hidrolisis del ATP conduce a la transferencia del grupo 
fosfato liberado a un residuo de acido aspartico de la proteina 
de transporte, lo que a su vez induce un cambio en la confor¬ 
mation dentro de la proteina. Los cambios de la conformation 
son necesarios para modificar la afinidad de la proteina por los 
dos cationes que transporta. Considerese su actividad. Esta debe 
recoger los iones de sodio o potasio de una region de baja con¬ 
centration, lo cual significa debe tener afinidad relativamente 
alta por los iones. Luego la proteina debe liberar los iones en 
el otro lado de la membrana en un ambiente con mucho mayor 
concentration de cada ion. Para hacerlo, es preciso que disminu- 
ya la afinidad de la proteina por ese ion. Por lo tanto, la afinidad 
por cada ion en los dos lados de la membrana debe ser diferente. 
Esto se logra con la fosforilation, lo que cambia la forma de 
la molecula de proteina. El cambio en la forma de la proteina 
tambien sirve para exponer los sitios de union con los iones a los 
diferentes lados de la membrana, como se explica en el parrafo 
siguiente. 

La figura 4-45 muestra un esquema propuesto del ciclo 
de bombeo de la ATP-asa de Na + /K + . Cuando la proteina se 
une con tres iones Na + en el interior de la celula (paso 1) y 
se fosforila (paso 2), cambia de la conformation E x a la E 2 (paso 
3). Al hacerlo, los sitios de union quedan expuestos al comparti- 
miento extracelular y la proteina pierde su afinidad por los iones 
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FIGURA4-45 Modelo esquematico simplificado delciclo detrans- 
porte de la ATP-asa de Na + /K + . Los iones de sodio (1) se unen 
con la proteina en la cara interna de la membrana. El ATP se hidroliza y el 
fosfato se transfiere a la proteina (2), lo que cambia su conformacion (3) y 
permite que los iones sodio se expulsen hacia el espacio extracelular. Luego, 
los iones potasio se unen con la proteina (4) y el grupo fosfato se pierde (5), 
lo cual hace que la proteina regrese a su conformacion original y permite que 
los iones potasio se difundan al interior de la celula (6). Notese que la ATP- 


asa de Na + /K + real se compone de dos subunidades diferentes que cruzan 
la membrana: una subunidad alfa mas grande que realiza la actividad trans- 
portadora y una subunidad beta mas pequena que participa sobre todo en la 
maduracion y ensamble de la bomba dentro de la membrana. Los sitios de 
union de cationes se localizan en el dominio transmembranoso, que consta 
de diez helices transmembranosas. (No se incluyeron los pasos en que el 
ATP se une a la proteina antes de la hidrolisis.) Puede verse una animation 
del ciclo de bombeo en www.mark-hilge.com/nak/nak-atpase_f.htm 


de sodio, los cuales se liberan fuera de la celula. Una vez que se 
liberan los tres iones de sodio, la proteina recoge dos iones de 
potasio (paso 4), se desfosforila (paso 5) y regresa a la conforma¬ 
cion Ej original (paso 6). En este estado, el sitio de union se abre 
a la superficie interna de la membrana y pierde su afinidad por 
los iones K + , lo que permite la liberacion de estos iones dentro 
de la celula. Luego se repite el ciclo. 

La importancia de la bomba de sodio-potasio se vuelve 
evidente cuando se considera que consume alrededor de un 
tercio de la energia producida por la mayoria de las celulas ani- 
males y dos tercios de la energia producida por las celulas 
nerviosas. La digital, un esteroide obtenido de la planta dedalera 
que se ha utilizado durante 200 anos como tratamiento para 
la insuficiencia cardiaca congestiva, se une con la ATP-asa de 
Na + /K + . La digital fortalece la contraccion cardiaca porque 
inhibe la bomba de Na + /K + , lo cual deriva en una cadena 
de fenomenos que aumentan la disponibilidad de Ca 2+ den¬ 
tro de las celulas musculares del corazon. 


Otros sistemas de transporte de iones Los biologos 
esperan ansiosamente una estructura de alta resolucion de la 
ATP-asa de Na + /K + . Mientras tanto, puede aprenderse mucho 
sobre las bombas tipo P si se estudia una proteina relacionada, 
la ATPasa de Ca 2_ , cuya estructura tridimensional se ha deter- 
minado en varias etapas del ciclo de bombeo. La bomba de cal- 
cio se encuentra en las membranas del reticulo endoplasmico, 
donde transporta en forma activa los iones de calcio del citosol 
a la luz de este organelo. El transporte de los iones de calcio 
por la ATP-asa de Ca 2+ se acompana de grandes cambios en 
la conformacion, los cuales se cree que vinculan la hidrolisis del 
ATP con los cambios en el acceso y afinidad de los sitios de union 
con iones. 

La bomba de sodio-potasio solo se encuentra en celulas 
animales. Se cree que esta proteina evoluciono en los anima- 
les primitivos como el principal mecanismo para mantener el 
volumen celular y como mecanismo para generar grandes gra- 
dientes de Na + y K + que tienen un papel crucial en el origen 
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FIGURA 4-46 Control de la secrecion de acido en el estomago. En estado 
de reposo, las moleculas de ATP-asa de H + /K + estan en las paredes de las 
vesiculas citoplasmicas. El alimento que llega al estomago activa una cascada 
de reacciones estimuladas por hormonas en la pared gastrica que conducen 
a la liberation de histamina, la cual se une con un receptor en la superficie 
de las celulas parietales secretoras de acido. La union de la histamina con 
su receptor estimula una respuesta que deriva en la fusion de las vesiculas 
que contienen la ATP-asa de H + /K + con la membrana plasmatica, con lo 
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que se forman pliegues profundos o canaliculos. Una vez en la superficie, la 
proteina de transporte se activa y bombea protones hacia la cavidad gastrica 
contra un gradiente de concentration (indicado por el tamano de las letras). 
El farmaco omeprazol que se utiliza contra la pirosis bloquea la secrecion 
de acido porque inhibe en forma directa la ATP-asa de H + /K + , mientras 
que varios otros medicamentos antiacidos interfieren con la activation de 
las celulas parietales. Los farmacos que neutralizan el acido proporcionan 
aniones alcalinos que se combinan con los protones secretados. 


de impulsos en las celulas nerviosas y musculares. Las celulas 
vegetales tienen una bomba tipo P que transporta H + en la 
membrana plasmatica. En las plantas, esta bomba de protones 
posee una funcion clave en el transporte secundario de solutos 
(descrito mas adelante), en el control del pH del citosol y tal vez 
en el control del crecimiento celular mediante la acidification de 
la pared de la celula vegetal. 

El recubrimiento epitelial del estomago tambien contie- 
ne una bomba tipo P, la ATP-asa de H + /K + , que secreta una 
solution de acido concentrado (HC1 hasta 0.16 N) hacia la luz 
gastrica. En estado de reposo, estas moleculas bomba se situan 
en las membranas citoplasmicas de las celulas parietales del 
estomago y no son funcionales (fig. 4-46). Cuando el alimento 
llega al estomago, se transmite un mensaje hormonal a las celu¬ 
las parietales que hace que las membranas que contienen las 
bombas se muevan hacia la superficie apical, donde se fusionan 
con la membrana plasmatica y empiezan a secretar acido (fig. 
4-46). Ademas de funcionar en la digestion, el acido gastrico 
tambien puede ocasionar pirosis. El omeprazol es un farmaco de 
uso frecuente que previene la pirosis porque inhibe la ATP-asa 
de H + /K + . Otros medicamentos para la pirosis que bloquean la 
secretion de acido (p. ej., antagonistas H,) no inhiben en forma 


directa la ATP-asa de H + /K + , sino que bloquean un receptor 
en la superficie de las celulas parietales, lo que impide que las 
celulas se activen con la hormona. 

A diferencia de las bombas de tipo P, las de tipo V utilizan 
la energia del ATP sin formar una proteina fosforilada interme¬ 
dia. Las bombas tipo V transportan en forma activa iones hidro- 
geno por las paredes de los organelos citoplasmicos y vacuolas 
(de ahi su designation, tipo V). Se encuentran en las membranas 
que recubren los lisosomas granulos secretores y vacuolas de las 
celulas vegetales. Las bombas tipo V tambien estan en las mem¬ 
branas plasmaticas de diversas celulas. Por ejemplo, una bomba 
asi en las membranas plasmaticas de los tubulos renales ayuda a 
mantener el equilibrio acidobasico del cuerpo mediante la secre¬ 
tion de protones hacia la orina en formation. Las bombas tipo 
V tienen una estructura similar a la de la sintasa de ATP que se 
muestra en la figura 5-23. 

Los transportations de casete para union con ATP (ABC) 
llamados asi porque todos los miembros de esta superfamilia 
comparten un dominio homologo para union con ATP, son otro 
grupo diverso de proteinas que transporta en forma activa iones. 
El transportador ABC mejor estudiado se describe en la section 
Perspectiva humana. 
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PERSPECTIVA HUMANA 


Defectos en los canales ionicos y transportadores 
como causa de enfermedad hereditaria 


El origen de varias enfermedades hereditarias graves se rastreo hasta 
mutaciones en los genes que codifican las proteinas de canales ionicos 
(cuadro 1). La mayoria de los trastornos listados en el cuadro 1 afec- 
tan el movimiento de iones a traves de las membranas plasmaticas de 
celulas excitables (celulas musculares, nerviosas y sensoriales), lo que 
reduce la capacidad de estas celulas para desarrollar o transmitir impul- 
sos (pag. 165). En cambio, la fibrosis quistica, el trastorno hereditario 
de los canales ionicos mas frecuente y mejor estudiado, se debe a un 
defecto en los canales ionicos de las celulas epiteliales. 

En promedio, una de cada 25 personas descendientes de europeos 
del norte porta una copia del gen mutante que causa fibrosis quistica. 
Como no tienen sintomas del gen mutante, la mayoria de los sujetos 
heterocigotos no sabe que es portador. Por consiguiente, casi uno de 
cada 2 500 lactantes de esta poblacion caucasica (1/25 X 1/25 x 1/4) es 
recesivo homocigotico para este locus y nace con fibrosis quistica (FQ). 
Aunque la fibrosis quistica afecta varios organos, incluidos el intesti- 
no, pancreas, glandulas sudoriparas y aparato reproductor, el sistema 
respiratorio casi siempre muestra los efectos mas graves. Los pacientes 
con FQproducen moco espeso y pegajoso que es muy dificil de expul¬ 
sar de las vias respiratorias. Las personas afectadas casi siempre sufren 
infecciones e inflamacion pulmonares cronicas que reducen la funcion 
pulmonar en forma progresiva. 

El gen causante de la fibrosis quistica se aislo en 1989. Una vez 
que se identified la secuencia del gen de la FQ_y se dedujo la secuen- 
cia de aminoacidos del polipeptido correspondiente, resulto aparente 
que el polipeptido era miembro de la superfamilia de transportadores 
ABC. La proteina recibio el nombre de regulador de la conductanda 
transmembranosa defibrosis quistica (CFTR), un termino ambiguo que 
reflejaba el hecho de que los investigadores no estaban seguros de su 


funcion precisa. La interrogante se resolvio cuando la proteina se puri¬ 
fied, se incorporo en bicapas de lipidos artificiales y se demostro que 
funcionaba como canal del cloro regulado por AMP ciclico, no como 
transportador. Sin embargo, estudios realizados despues han anadido 
numerosas complicaciones al cuadro, pues se ha comprobado que el 
CFTR tambien: a) conduce iones bicarbonato (HCOj), b) suprime 
la actividad de un canal ionico epitelial de Na + (ENaC) y c) estimula la 
actividad de una familia de intercambiadores epiteliales de cloruro/bicar- 
bonato. A medida que se ha hecho mas compleja la funcion del CFTR, 
tambien se ha hecho mas dificil dilucidar como es que un defecto en 
esta proteina ocasiona el desarrollo de infecciones pulmonares croni¬ 
cas. Si bien existe mucho debate, los investigadores concuerdan con los 
siguientes enunciados. 

1. Como el movimiento del agua hacia fuera de las celulas epiteliales 
por osmosis sigue al movimiento de las sales, las anormalidades en el 
flujo de Cl” , HCOj, Na + o alguna combination de ellos a causa de la 
deficiencia de CFTR podria disminuir el volumen de liquido que bana 
las celulas epiteliales de las vias respiratorias. La diminution del volu¬ 
men del liquido superficial y el aumento consecuente de la viscosidad 
del moco secretado pueden afectar la funcion de los cilios que empujan 
las bacterias fuera de las vias respiratorias. 

2. De las bacterias que infectan las vias respiratorias de los pacientes 
con FQi Pseudomonas aeruginosa es la especie mas frecuente y destruc- 
tiva (fig. 1). Esta bacteria rara vez se encuentra en las vias respiratorias 
de individuos que sufren otros tipos de enfermedades pulmonares y no 
se sabe con certeza por que los pacientes con FQ_son tan susceptibles 
a ella. Los estudios indican que P. aeruginosa se une con el extremo 
extracelular de la proteina CFTR y se conjetura que esta union puede 


Cuadro 1 


Trastorno hereditario 

Tipo de canal 

Gen 

Consecuencias clinicas 

Migrana hemiplejica familiar (FHM) 

Ca 2+ 

CACNL1A4 

Cefaleas migranosas 

Ataxia episodica tipo 2 (EA-2) 

Ca 2+ 

CACNL1A4 

Ataxia (falta de equilibrio y coordination) 

Paralisis periodica hipopotasiemica 

Ca 2 + 

CACNL1A3 

Miotonia periodica (rigidez muscular) y paralisis 

Ataxia episodica tipo 1 

K + 

KCNA1 

Ataxia 

Convulsiones neonatales familiares benignas K + 

KCNQ2 

Convulsiones epilepticas 

Sordera dominante no sindromatica 

K + 

KCNQ4 

Sordera 

Sindrome de QT largo 

K + 

HERG 

Mareo, muerte subita por fibrilacion ventricular 



KCNQ1, o 



Na+ 

SCN5A 


Paralisis periodica hiperpotasiemica 

Na+ 

SCN4A 

Miotonia y paralisis periodicas 

Sindrome de Liddle 

Na + 

B -ENaC 

Hipertension (presion sanguinea alta) 

Miastenia grave 

Na + 

nAChR 

Debilidad muscular 

Enfermedad de Dent 

Cl- 

CLCN5 

Calculos renales 

Miotonia congenita 

Cl- 

CLC-1 

Miotonia periodica 

Sindrome de Bartter tipo IV 

Cl- 

CLC-Kb 

Disfuncion renal, sordera 

Fibrosis quistica 

Cl- 

CFTR 

Congestion e infecciones pulmonares 

Arritmias cardiacas 

Na + 

mucho s genes 

Latidos cardiacos irregulares o rapidos 


K + 

diferentes 



Ca 2+ 




Vease una lista mas completa en Nature Cell Biol 6:1040,2004, o en Nature 440:444,2006. 
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FIGURA 1 Bacteria en forma de bacilo P. aeruginosa que crece en un cul- 
tivo de celulas epiteliales de las vias respiratorias humanas. (Cortesia de 
Thomas Moninger, reimpresa con autorizacion de Nature 406 : 948 , 
2000 ; © 2000 , Macmillan Magazines Limited.) 


conducir a la ingestion y destruccion de la bacteria por parte de las 
celulas epiteliales. Las personas que carecen de la proteina CFTR en 
la membrana plasmatica, como sucede con muchos pacientes con FQ_ 
(vease mas adelante), tal vez sean incapaces de eliminar la bacteria de 
las vias respiratorias. 

En el ultimo decenio, los investigadores han identificado mas de 
1 000 mutaciones diferentes que causan fibrosis quistica. Sin embar¬ 
go, alrededor de 70% de los alelos causantes de la fibrosis quistica en 
Estados Unidos contiene la misma alteracion genetica (designada 
AF508); todas las formas carecen de los tres pares de bases del DNA 
que codifican una fenilalanina en la position 508, dentro de uno 
de los dominios de union con nucleotidos del polipeptido CFTR. 
Investigaciones posteriores revelaron que los polipeptidos CFTR que 
carecen de este aminoacido particular no pueden procesarse en forma 
normal dentro de las membranas del reticulo endoplasmico y, de hecho, 
nunca llegan a la superficie de las celulas epiteliales. Como resultado, 
los pacientes con FQ_que son homocigoticos para el alelo AF508 tie- 
nen una ausencia absoluta del canal CFTR para el cloro en la membra¬ 
na plasmatica y poseen una forma grave de la enfermedad. Cuando las 
celulas de estos pacientes se cultivan a menor temperatura, la proteina 
mutante es transportada a la membrana plasmatica, donde funciona 
bastante bien. Este descubrimiento ha motivado a algunas companias 
farmaceuticas a buscar moleculas pequenas capaces de unirse a estas 
moleculas CFTR mutantes, para prevenir su destruccion en el cito- 
plasma y permitirles llegar a la superficie celular. 


De acuerdo con una estimation, la mutation AF508 tuvo que ori- 
ginarse hace mas de 50 000 anos para alcanzar una frecuencia tan alta 
en la poblacion. El hecho de que el gen FQ_llegara a esta frecuencia 
sugiere que los sujetos heterocigotos pueden tener cierta ventaja selec- 
tiva sobre aquellos que carecen de una copia del gen defectuoso. Se 
propuso la posibilidad de que los heterocigotos para FQesten protegi- 
dos de los efectos del colera, una enfermedad que se caracteriza por la 
secretion excesiva de liquido en la pared del intestino. Una dificultad 
de esta proposition es que no existen registros de epidemias de colera 
en Europa hasta el decenio de 1820. Una explication alternativa sugie¬ 
re que los heterocigotos estan protegidos contra la fiebre tifoidea por- 
que la bacteria causante de esta enfermedad se adhiere poco a la pared 
del intestino cuando las moleculas de CFTR son escasas. 

Desde el aislamiento del gen causante de la FQi el desarrollo de 
una curacion mediante terapia genetica, es decir, la sustitucion del gen 
defectuoso con una version normal, ha sido el principal objetivo de los 
investigadores en este campo. La fibrosis quistica es un buen candidate 
para la terapia genetica porque los peores sintomas de la afeccion se 
deben a las actividades defectuosas de las celulas epiteliales que recu- 
bren las vias respiratorias, por lo que son accesibles a los agentes que 
pueden aplicarse mediante inhalation de un aerosol. Se han realizado 
pruebas clinicas con varios tipos de sistemas de administration. En un 
grupo de pruebas, el gen CFTR normal se incorporo en el DNA de 
un adenovirus defectuoso, un tipo de virus que en condiciones nor- 
males causa infecciones de vias respiratorias superiores. Se permitio 
que las particulas virales recombinantes infectaran las celulas de la via 
respiratoria, con lo que entregaron el gen normal a las celulas con la 
deficiencia genetica. La principal desventaja del uso de adenovirus es 
que el DNA viral (junto con el gen CFTR) no se integra en los cro- 
mosomas de la celula hospedadora infectada, por lo que el virus debe 
administrarse con frecuencia. Como resultado, el procedimiento induce 
a menudo una reaction inmunitaria que elimina al virus y causa infla- 
macion pulmonar. Los investigadores estan renuentes a emplear virus 
que integren sus genomas, por temor a iniciar la formation de canceres. 
En otras pruebas, el DNA que codifica el gen CFTR normal se unio 
con liposomas con carga positiva (pag. 128) que pueden fusionarse con 
las membranas plasmaticas de las celulas de las vias respiratorias, lo que 
hace llegar el contenido de DNA al citoplasma. La aplicacion basada 
en lipidos tiene la ventaja sobre los virus de una menor probabilidad 
de estimulacion de respuestas inmunitarias destructivas en el paciente 
despues de tratamientos repetidos; empero, tiene la desventaja de una 
menor efectividad para lograr modificaciones geneticas de las celulas 
bianco. Hasta ahora, ninguna de las pruebas clinicas de terapia genica 
ha logrado una mejoria significativa de los procesos fisiologicos ni de 
los sintomas de la anormalidad. Es necesario el desarrollo de sistemas 
de administration de DNA mas efectivos, capaces de inducir una alte¬ 
ration genetica en un mayor porcentaje de celulas de las vias respira¬ 
torias, para obtener un tratamiento para la FQ_con base en la terapia 
genica. 


Uso de energia lumlnica para el transporte activo de 
iones Halobacterium salinarium (antes H. halobium) es una 
arqueobacteria que vive en ambientes extremadamente sala- 
dos, como el que se encuentra en el Gran Lago Salado. Cuando 
crecen en condiciones anaerobicas, las membranas plasmaticas 
de estos procariotas adquieren color purpura por la presencia de 


una proteina particular, bacteriorrodopsina. Como se muestra 
en la figura 4-47, la bacteriorrodopsina contiene retinal, el mismo 
grupo prostetico presente en la rodopsina, la proteina que absor- 
be la luz en los conos de la retina de los vertebrados. La absor- 
cion de energia luminica por el grupo retinal induce una serie 
de cambios en la conformacion de la proteina que dan lugar al 






162 


Capitulo 4 LA ESTRUCTURA Y FUNCION DE LA MEMBRANA PLASMATICA 



FIGURA 4-47 Bacteriorrodopsina: una bomba de protones impulsada por 
luz. La proteina contiene siete helices que cruzan la membrana y un grupo 
retinal central (mostrado en violeta), que sirve como elemento absorbente 
de la luz (cromoforo). La absorcion de un foton de luz produce un cambio 
en la estructura electronica del retinal, con transferencia de un proton del 
grupo —NH + a un residuo relacionado de acido aspartico con carga nega- 
tiva (#85) (paso 1). Despues, el proton se libera al lado extracelular de la 
membrana (paso 2) por un sistema de relevo que consiste en varios residuos 
de aminoacido (Asp82, Glu204 y Glul94). Los espacios entre estos resi¬ 
duos se llenan con moleculas de agua unidas con hidrogeno que ayudan a 
lanzar los protones por la via. El retinal que perdio el proton regresa a su 
estado original (paso 3) y acepta un proton de un residuo de acido aspar¬ 
tico no disociado (Asp96) que se localiza cerca del lado citoplasmico de 
la membrana. En seguida, Asp96 recupera el proton mediante un H + del 
citoplasma (paso 4). Arg85 pierde un proton (paso 5) antes de recibir un 
proton del retinal en el siguiente ciclo de la bomba. Como resultado de estos 
fenomenos, los protones se mueven del citoplasma al exterior de la celula a 
traves de un canal central en la proteina. (Tomada de Hartmut Luecke, 
et al., cortesia de Janos K. Lanyi, Science 286:255, 1999. © 1999, 
American Association for the Advancement of Science.) 


movimiento de un proton del grupo retinal a traves de un canal 
en la proteina hacia el exterior de la celula (fig. 4-47). El proton 
donado por el retinal excitado por la luz se sustituye por otro 
proton transferido a la proteina desde el citoplasma. En efecto, 
este proceso causa la translocation de protones del citoplasma 
al ambiente exterior, lo que genera un gradiente intenso de H + 
a traves de la membrana plasmatica. Despues, una enzima sin- 
tetizadora de ATP utiliza este gradiente para fosforilar el ADP, 
como se describe en el capitulo siguiente. 


Cotransporte: union del transporte activo con los gradien- 
tes ionicos existentes El establecimiento de gradientes de 
concentration, como los del Na + , K + e H + , proporciona un 
medio para almacenar energia fibre en la celula. La celula uti- 
liza la energia potential almacenada en los gradientes ionicos 
de varias maneras para realizar trabajo, incluido el transporte de 
otros solutos. Considerese la actividad fisiologica del intesti- 
no. En la luz, las enzimas hidrolizan polisacaridos de alto peso 
molecular hasta azucares simples, que luego absorben las celulas 
epiteliales que recubren el intestino. El movimiento de glucosa a 
traves de la membrana plasmatica apical de las celulas epiteliales 
contra un gradiente de concentration ocurre por cotransporte 
con los iones de sodio, como se ilustra en la figura 4-48. La con¬ 
centration de Na + se mantiene en niveles muy bajos dentro de 
las celulas por efecto del sistema de transporte activo primario 
(la ATP-asa de Na + /K + ), localizado en la membrana plasma¬ 
tica basal y lateral, que bombea iones sodio fuera de las celulas 
contra un gradiente de concentration. La tendencia de los iones 



FIGURA 4-48 Transporte secundario: uso de la energia almacena- 
da en un gradiente ionico. La ATP-asa de Na + /K + que reside en 
la membrana plasmatica de la superficie lateral mantiene una concentracion 
citosolica muy baja de sodio. El gradiente de Na + a traves de la membrana 
plasmatica representa un almacen de energia que puede dirigirse para rea¬ 
lizar trabajo, como el transporte de glucosa mediante un cotransportador 
de Na + /glucosa que se localiza en la membrana plasmatica apical. Una vez 
que se transporta a traves de la superficie apical hacia el interior de la celu¬ 
la, las moleculas de glucosa se difunden a la superficie basal, de donde un 
transportador facilitador de glucosa las saca de la celula y las traslada a la 
corriente sanguinea. El tamano relativo de las letras indica las direcciones de 
los gradientes de concentracion respectivos. Por cada molecula de glucosa 
se transportan dos iones Na + ; la proportion 2:1 de Na + /glucosa suministra 
una fuerza de impulso mucho mayor para mover glucosa hacia la celula en 
un indice 1:1. 
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sodio a regresar por la membrana plasmatica apical en favor del 
gradiente de concentration la “aprovechan’las celulas epiteliales 
para impulsar el cotransporte de moleculas de glucosa al interior 
de la celula contra un gradiente de concentration. Se dice que el 
transporte activo secundario impulsa las moleculas de glucosa. 

En este caso, la proteina transportadora, llamada cotrans- 
portador de Na + /glucosa, mueve dos iones sodio y una molecula 
de glucosa con cada ciclo. En anos recientes se ha dilucidado 
la estructura cristalina de varios cotransportadores bacterianos, 
lo cual ha dado origen a hipotesis antagonicas acerca de como 
funcionan estas proteinas. De manera sorpresiva, parece ser que 
algunos cotransportadores contienen un canal ionico controla- 
do, lo cual difumina la distincion entre canales y bombas. Sin 
importar el mecanismo de captation, una vez dentro, las mole¬ 
culas de glucosa se difiinden por la celula y se mueven a traves de 
la membrana basal mediante difusion facilitada (pag. 157). 

Para apreciar el poder de un gradiente ionico en la acumu- 
lacion de otros tipos de solutos en las celulas, puede considerarse 
en forma breve la energetica del cotransportador de Na + /gluco- 
sa. En la pagina 148 se describio que el cambio en la energia libre 
para el movimiento de un mol de iones Na + hacia la celula es 
igual a -3.1 kcal/mol, 6.2 kcal para dos moles de iones Na + , que 
estarian disponibles para transportar un mol de glucosa “colina 
arriba” hacia el interior de la celula. Hay que recordar tambien 
que en la pagina 147 se mostro la ecuacion para el movimiento 
de un no electrolito, como la glucosa, a traves de la membrana 


\G = RT\n 


[CJ 

[CJ 


AG = 2.303 imog 10 


icy 

[CJ 


Con esta ecuacion se puede calcular que tan intenso es el gra¬ 
diente de concentration de la glucosa (X) que puede generar 
este cotransportador. A 25°C, 

— 6.2 kcal/mol = 1.4 kcal/mol • log 10 X 
logio AT = -4.43 

v_ 1 

23 000 

Este calculo indica que el cotransportador de Na + /glucosa es 
capaz de transportar glucosa al interior de la celula contra un 
gradiente de concentration mayor de 20 000 veces. 

Las plantas dependen de sistemas de transporte activo 
secundario para captar diversos nutrimentos, como la sacarosa, 
aminoacidos y nitrato. En las plantas, la captation de estos com- 
puestos se une al movimiento “colina abajo”de iones H + hacia el 
interior de la celula, en lugar de iones Na + . El transporte activo 
secundario de la glucosa hacia las celulas epiteliales del intestino 
o de sacarosa a la celula vegetal son ejemplos de simporte, en el 
que las dos especies transportadas (Na + y glucosa o H + y saca¬ 
rosa) se mueven en el mismo sentido. Se han aislado muchas 


proteinas de transporte secundario que participan en el antipor- 
te, en el que las dos especies transportadas se mueven en sentidos 
contrarios. Por ejemplo, las celulas a menudo mantienen el pH 
citoplasmico adecuado mediante la union del movimiento de 
entrada “colina abajo” del Na + con el movimiento hacia fuera 
de H + . Las proteinas que median el antiporte suelen llamarse 
intercambiadores. 


REVISION 


1. Compare y analice las cuatro formas diferentes en que 
una sustancia puede cruzar la membrana plasmatica 
(como se indica en la figura 4-32). 

2. Compare la diferencia energetica entre la difusion de un 
electrolito y un no electrolito a traves de la membrana. 

3. Describa la relation entre el coeficiente de partition y 
el tamano molecular respecto de la permeabilidad de la 
membrana. 

4. Explique los efectos de poner una celula en un medio 
hipotonico, hipertonico o isotonico. 

5. Describa dos formas en las que se utiliza la energia para 
mover iones y solutos contra un gradiente de concen¬ 
tration. 

6. ^Como ilustra la ATP-asa de Na + /K + la lateralidad de 
la membrana plasmatica? 

7. ^Cual es el papel de la fosforilacion en el mecanismo de 
action de la ATP-asa de Na + /K + ? 

8. ^Cual es la relation estructural entre las partes del canal 
de K + KcsA de los procariotas y el canal de K + regu- 
lado por voltaje de los eucariotas?, ^que parte del canal 
participa en la selectividad ionica, cual en la abertura 
del canal y cual en la desactivacion del canal?, ^como 
es que ocurre cada uno de estos procesos (selectividad 
ionica, abertura y desactivacion)? 

9. A causa de su menor tamano se esperaria que los iones 
Na + pudieran penetrar cualquier poro lo bastante gran¬ 
de para un ion K + . ^Como selecciona el canal del K 1 
los iones especificos? 


4.8 POTENCIALES DE MEMBRANA _ 

E IMPULSOS NERVIOSOS 

Todos los organismos responden a la estimulacion 
externa, una propiedad conocida como irritabilidad. Incluso una 
ameba unicelular, si se punza con una aguja fina de vidrio, res- 
ponde mediante la retraction de sus seudopodos, incurvation 
y movimiento en otra direction. La irritabilidad en una ameba 
depende de las mismas propiedades basicas de las membranas 
que conducen a la formation y propagation de los impulsos ner- 
viosos, que es el tema del resto del capitulo. 
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FIGURA 4-49 Estructura de una celula nerviosa. Esquema de una neurona 
simple con axon mielinizado. Como muestra el inserto, la vaina de mielina 
se forma con celulas de Schwann individuales que se envuelven alrededor 
del axon. Los sitios en los que el axon carece de la envoltura de mielina se 
llaman nodos de Ranvier. ( Nota: las celulas formadoras de mielina dentro 
del sistema nervioso central se conocen como oligodendrocitos y no celulas 
de Schwann.) 


origina cuando hay un exceso de iones positivos en un punto 
y un exceso de iones negativos en otro. El voltaje a traves de 
las membranas plasmaticas puede medirse si se inserta un fino 
electrodo de vidrio (o microelectrodo) en el citoplasma de una 
celula, otro electrodo en el liquido extracelular y se conectan 
ambos electrodos con un voltimetro, instrumento que mide una 
diferencia en la carga entre dos puntos (fig. 4-50). Cuando este 
experimento se realizo por primera vez con un axon gigante de 
calamar se registro una diferencia cercana a 70 milivoltios (mV), 
el interior negativo respecto del exterior (indicado con un signo 
menos, -70 mV). La presencia del potencial de membrana no 
es unica de las celulas nerviosas; estos potenciales estan presen- 
tes en todos los tipos de celulas y su magnitud varia entre -15 
y -100 mV. Para las celulas no excitables, esto es, las que no 
son neuronas ni celulas musculares, este voltaje se denomina 
potencial de membrana. En una celula nerviosa o muscular este 
mismo potencial se conoce como potencial de reposo porque 
esta sujeto a un cambio drastico, como se explica en la siguiente 
section. 

La magnitud y direction del voltaje a traves de la membra¬ 
na plasmatica dependen de las diferencias en las concentraciones 
de iones a ambos lados de la membrana y sus permeabilidades 
relativas. Como se describio antes en este capitulo, la ATP-asa 


Las celulas nerviosas (o neuronas) estan especializadas para 
la recoleccion, conduction y transmision de information, que se 
codifica en la forma de impulsos electricos que se mueven con 
rapidez. Las partes basicas de una neurona tipica se ilustran en 
la figura 4-49. El nucleo de la neurona se localiza dentro de una 
region expandida llamada cuerpo celular, que es el centra meta- 
bolico de la celula y el sitio en el que se elabora la mayoria de 
sus materiales. Casi todas las neuronas tienen varias extensiones 
finas que nacen en el cuerpo celular, llamadas dendritas, estas 
reciben la information entrante de fuentes externas, casi siem- 
pre de otras neuronas. Del cuerpo celular tambien emerge una 
sola extension mas prominente, el axon, que conduce los impul¬ 
sos salientes lejos del cuerpo celular y hacia las celulas bianco. 
Aunque algunos axones pueden medir solo unas cuantas micras 
de largo, otros se extienden muchos metros en el cuerpo de un 
vertebrado grande, como una jirafa o una ballena. La mayor 
parte de los axones se divide cerca de sus extremos en procesos 
mas pequenos y cada uno termina en un boton terminal, un sitio 
especializado en el que los impulsos se transmiten de la neurona 
a la celula bianco. Algunas neuronas del cerebro terminan en 
miles de botones terminales, lo que hace posible que estas celu¬ 
las cerebrales se comuniquen con miles de blancos potenciales. 
Como se describe en la pagina 167, la mayoria de las neuronas 
de los vertebrados estan envueltas en una vaina de mielina rica 
en lipidos, cuya funcion se describe mas adelante. 


El potencial de reposo 

Una diferencia de voltaje, o de potential electrico entre dos pun¬ 
tos, como ocurre dentro y fuera de la membrana plasmatica, se 
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FIGURA 4-50 Medicion del potencial de reposo de una membra¬ 
na. Un potencial se mide cuando se detecta una diferencia en la 
carga entre el electrodo de referenda y el de registro. En a) ambos electro¬ 
dos estan fuera de la celula y no se percibe ninguna diferencia de potencial 
(voltaje). Cuando uno de los electrodos penetra la membrana plasmatica del 
axon en b ) el potencial cae de inmediato a —70 mV (interior negativo), lo 
cual se aproxima al potencial de equilibrio para los iones potasio, es decir, 
el potencial que se obtendria si la membrana fuera impermeable a todos los 
iones excepto al potasio. 
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de Na + /K + bombea Na + al exterior de la celula y K + al interior, 
lo que establece gradientes pronunciados de estos dos iones a 
traves de la membrana plasmatica. A causa de estos gradien¬ 
tes, se podria esperar que los iones de potasio se escaparan de 
la celula y que los de sodio ingresaran a traves de sus canales 
ionicos respectivos. Sin embargo, la gran mayoria de los cana¬ 
les ionicos que estan abiertos en la membrana plasmatica en la 
celula nerviosa en reposo es selectiva para K + ; con frecuencia se 
conocen como canales de fuga deK + . Parece que estos canales de 
fuga de K + son miembros de una familia de canales del K + que 
carecen del sensor de voltaje S4 (pag. 154) y no responden a los 
cambios en el voltaje. 

Como los iones K + son la unica especie cargada con per- 
meabilidad significativa en una celula nerviosa en reposo, su 
salida por la membrana deja un exceso de cargas negativas en 
el lado citoplasmico de la membrana. Aunque el gradiente de 
concentration a traves de la membrana favorece la salida conti- 
nua de K + , el gradiente electrico resultante de la carga negativa 
excesiva en el interior de la membrana favorece la retention de 
iones K + dentro de la celula. Cuando estas dos fiierzas contra- 
rias se contrarrestan, el sistema esta en equilibrio y ya no hay mas 
movimiento neto de iones K + a traves de la membrana. Con la 
siguiente ecuacion, llamada ecuacion de Nernst, se puede calcu- 
lar el potential de membrana (F m ) que se mediria en equilibrio 
si la membrana plasmatica de una celula nerviosa fiiera permea¬ 
ble solo a iones K + . 6 En este caso, V m seria igual al potential de 
equilibrio del potasio (£ K ): 


£ k = 2.303 -logic 


[K a + ] 

[k;] 


Para un axon de calamar gigante, la [£ + ] interna es cercana a 
350 mM, mientras que la [£ 0 + ] externa se aproxima a 10 mM; 
por lo tanto, a 25°C (298 K) y con z = + 1 (para el ion K + 
univalente), 


£ k = 59 log 10 0.028 = -91 mV 

Un calculo similar del potential de equilibrio del Na + (£ N ) 
produciria un valor cercano a +55 mV. Como las mediciones de 
voltaje a traves de la membrana nerviosa en reposo son similares 
en signo y magnitud (-70 mV) al potential de equilibrio del 
potasio recien calculado, el movimiento de iones potasio a tra¬ 
ves de la membrana se considera el factor mas importante para 
calcular el potential de reposo. La diferencia entre el potential 
de equilibrio de K + calculado (-91 mV) y el potential de reposo 
medido (-70 mV, fig. 4-50) se debe a una ligera permeabilidad 
de la membrana a los iones Na + y Cl“. 


6 La ecuacion de Nernst se deriva de la ecuacion que se encuentra en la 
pagina 148, con AG a cero, que es el caso cuando el movimiento de los iones 
esta en equilibrio. Walther Nernst fue un fisicoqufmico aleman que recibio 
el premio Nobel en 1920. 


El potencial de accion 

El conocimiento actual de los potenciales de membrana y los 
impulsos nerviosos procede de un conjunto de investigaciones 
realizadas en axones gigantes de calamar a finales del decenio de 
1940 y principio del de 1950 por un grupo de fisiologos brita- 
nicos, en particular Alan Hodgkin, Andrew Huxley y Bernard 
Katz. Estos axones, que tienen alrededor de 1 mm de diametro, 
transmiten impulsos a gran velocidad, lo que permite al calamar 
escapar con rapidez de sus predadores. Si la membrana de un 
axon de calamar en reposo se estimula mediante un pinchazo 
con una aguja fina o por una descarga electrica muy pequena, 
algunos de sus canales del sodio se abren, lo que permite que una 
cantidad limitada de iones sodio se difundan hacia el interior de 
la celula. Esta oportunidad para que los iones con carga positiva 
entren a la celula disminuye el potential de membrana y la vuel- 
ve menos negativa. Puesto que la carga positiva en el voltaje de 
la membrana causa un descenso de la polaridad entre los dos lados 
de la membrana, se llama despolarizacion. 

Si el estimulo hace que la membrana se despolarice solo en 
unos cuantos milivoltios, por ejemplo de -70 a -60 mV, la mem¬ 
brana regresa pronto a su potential de reposo en cuanto cesa el 
estimulo (fig. 4-51 a, recuadro izquierdo). Empero, si el estimulo 
despolariza la membrana mas alia de cierto punto, denomina- 
do umbral, que esta cerca de los -50 mV, se desencadena una 
serie de fenomenos. El cambio en el voltaje hace que se abran 
los canales del sodio activados por voltaje. Como resultado, los 
iones de sodio se difunden con libertad hacia el interior de la 
celula (fig. 4-5 la, recuadro intermedio) en favor de los gradien¬ 
tes de concentration y electrico. La mayor permeabilidad de la 
membrana a los iones Na + y el movimiento correspondiente de 
la carga positiva al interior de la celula hacen que la membrana 
revierta el potential por un corto tiempo (fig. A-Slb) y se vuelva 
positiva hasta cerca de +40 mV, lo cual se aproxima al potential 
de equilibrio para el Na + (fig. 4-50). 

Despues de casi un milisegundo, los canales del sodio se 
desactivan en forma espontanea y bloquean el ingreso adicional 
de iones Na + . Segun la notion predominante, la desactivacion 
se debe a la difusion aleatoria de un peptido de desactivacion al 
interior de la abertura del poro del canal en forma similar a 
la descrita para los canales del K + en la pagina 154. Mientras 
tanto, el cambio en el potential de membrana que ocasiona la 
entrada de Na + desencadena la abertura de los canales del pota¬ 
sio activados por voltaje (fig. 4-51 a, recuadro derecho). Como 
resultado, los iones potasio se difunden con libertad fuera de la 
celula en favor de su pronunciado gradiente de concentration. 
La menor permeabilidad de la membrana al Na + y el aumento 
de su permeabilidad al K + hacen que el potential de membrana 
cambie de nueva cuenta a un valor negativo cercano a -80 mV, 
que se aproxima al potential de equilibrio para el K + (fig. 4-50). 
El potential de membrana negativo intenso hace que los canales 
del potasio activados por voltaje se cierren (vease fig. A-A2b), 
con lo cual la membrana regresa al estado de reposo. En con- 
junto, estos cambios en el potential de la membrana se conocen 
como potencial de accion (fig. 4-5 lb). Toda la serie de cambios 
durante un potential de action toma solo unos cinco milisegun- 
dos en el axon de calamar y menos de un milisegundo en una 
celula nerviosa mielinizada de mamifero. Como los canales del 
sodio no pueden abrirse de nuevo por varios milisegundos des¬ 
pues de su desactivacion, la membrana entra en un breve periodo 
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FIGURA 4-51 Formacion de un potencial de accion. a ) Tiempo 
1, recuadro superior izquierdo: la membrana en esta region de la 
celula nerviosa mantiene el potencial de accion, en el que solo los canales de 
escape del K + estan abiertos y el voltaje de la membrana se aproxima a —70 
mV. El tiempo 2, recuadro superior central, muestra la fase de despolariza¬ 
cion: la membrana se despolarizo mas alia del valor umbral, lo que abre las 
compuertas de sodio reguladas por voltaje y permite la entrada de iones Na + 
(indicada en el cambio de permeabilidad en la grafica inferior). El aumento 
de la permeabilidad al Na + hace que el voltaje de la membrana se invierta 
en forma transitoria y alcance un valor cercano a +140 mV en el axon del 
calamar gigante (tiempo 2). Es esta inversion del potencial de membrana lo 
que constituye el potencial de accion. El tiempo 3, recuadro superior dere- 
cho, ilustra la fase de repolarizacion: en una diminuta fraction de segundo, 
las compuertas de sodio se desactivan y las compuertas del potasio se abren, 
lo que posibilita que los iones potasio se difundan a traves de la membrana 
(parte inferior de la representation) y establezcan un potencial mas negativo 
en esa region (—80 mV) que el potencial de reposo. Casi en cuanto se abren, 
las compuertas de potasio se cierran y dejan los canales de escape del potasio 
como via primaria del movimiento de iones a traves de la membrana para 
restablecer el potencial de reposo. b ) Resumen de los cambios de voltaje que 
ocurren durante un potencial de accion, como se describe en la parte a. 


refractario despues de un potencial de accion en el cual no puede 
estimularse otra vez. 

Aunque el potencial de accion cambia en forma drastica 
el voltaje de la membrana, solo un diminuto porcentaje de los 
iones en ambos lados de la membrana participa en cualquier 
potencial de accion determinado. Los impresionantes cambios 
en el potencial de membrana que se ven en la figura 4-5 lb no 
se deben a cambios en las concentracion.es de iones Na + y K + 
a los dos lados de la membrana (que son insignificantes). Se 
deben a los movimientos de carga en una direccion u otra que 
se producen por los cambios fugaces de la permeabilidad a estos 
iones. Los iones Na + y K + que no cambian de sitio a traves de 
la membrana durante un potencial de accion al final se bom- 
bean de regreso por accion de la ATP-asa de Na + /K + . Aun si se 
inhibe la ATP-asa de Na + /K + , una neurona puede continuar a 
menudo la emision de miles de impulsos antes que se disipen los 
gradientes ionicos establecidos por la actividad de la bomba. 

Una vez que la membrana de una neurona se despolariza 
hasta el valor umbral, se inicia un potencial de accion comple- 
to sin mas estimulo. Esta caracteristica fisiologica de la celu¬ 
la nerviosa se conoce como ley del todo o nada. No hay puntos 
intermedios; la despolarizacion inferior al umbral es incapaz de 
iniciar un potencial de accion, mientras que una despolariza¬ 
cion umbral induce en forma automatica una respuesta maxima. 
Tambien vale la pena notar que un potencial de accion no es 
un proceso que requiere energia, pero se produce por el flujo de 
iones en favor de sus respectivos gradientes electroquimicos. La 
ATP-asa de Na + /K + requiere energia para generar los gradien¬ 
tes ionicos marcados a traves de la membrana plasmatica, pero 
una vez que se logra, los diversos iones se equilibran para fluir a 
traves de la membrana en cuanto se abren sus canales ionicos. 

Los movimientos de iones a traves de la membrana plas¬ 
matica de las celulas nerviosas establecen la base para la comu- 
nicacion neural. Ciertos anestesicos locales, como la procaina y 
la novocaina, actuan mediante el cierre de canales ionicos en las 
membranas de las celulas sensitivas y neuronas. Mientras estos 
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canales ionicos permanezcan cerrados, las celulas afectadas son 
incapaces de generar potenciales de accion y, por lo tanto, de 
informar al cerebro sobre los sucesos que ocurren en la piel o 
los dientes. 


Propagacion de los potenciales 
de accion como un impulso 

Hasta ahora, la descripcion se ha limitado a los fenomenos que 
ocurren en un sitio particular de la membrana celular nerviosa 
en el que la despolarizacion experimental origino el potencial de 
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FIGURA 4-52 La propagacion de un impulso se debe al flujo local 
Vw de iones. Un potencial de accion en un sitio de la membrana 
despolariza una region adyacente de la membrana, lo que desencadena un 
potencial de accion en el segundo sitio. El potencial de accion solo puede 
fluir en sentido anterogrado porque la porcion de la membrana que acaba de 
experimentar el potencial de accion esta en un periodo refractario. 


accion. Una vez que se initio el potencial de accion, no perma- 
nece localizado en un sitio particular, sino que sepropaga como 
impulso nervioso a lo largo de la celula hasta las terminaciones 
nerviosas. 

Los impulsos nerviosos se propagan a lo largo de la mem¬ 
brana porque un potencial de accion en un sitio tiene un efecto 
sobre el sitio adyacente. La despolarizacion que acompana a un 
potencial de accion crea una diferencia en la carga en las super¬ 
ficies interna y externa de la membrana plasmatica (fig. 4-52). 
Como resultado, los iones positivos se mueven hacia el sitio de 
la despolarizacion sobre la superficie externa de la membrana y 
lejos del sitio por la superficie interna (fig. 4-52). Este flujo local 
de corriente hace que la membrana que esta justo delante del 
potencial de accion se despolarice. Como la despolarizacion que 
acompana al potencial de accion es muy grande, la membrana 
de las regiones adyacentes se despolariza con facilidad hasta un 
nivel mayor al valor umbral, lo cual abre los canales del sodio 
en esta region adyacente y genera otro potencial de accion. Por 
consiguiente, una vez emitido, una sucesion de potenciales de 
accion recorre toda la longitud de la neurona sin que se pierda 
intensidad; al final llega a la celula bianco con la misma fuerza 
que tenia en su punto de origen. 

Como todos los impulsos que viajan a lo largo de una 
neurona tienen la misma fuerza, los estimulos mas fuertes no 
producen impulsos “mas grandes”que los estimulos mas debiles. 
Incluso asi, las personas son capaces de detectar las diferencias 
en la fuerza de un estimulo. La capacidad para hacer discrimi- 
naciones sensoriales depende de varios factores. Por ejemplo, 
un estimulo mas fuerte, como el agua muy caliente, activa mas 
celulas nerviosas que un estimulo mas debil, como el agua tibia. 
Tambien activa las neuronas de “umbral alto” que permanecerian 
en reposo si el estimulo fuera mas debil. La fuerza del estimulo 
tambien se codifica por el patron y frecuencia con que se emiten 
los potenciales de accion en una neurona particular. En la mayo- 
ria de los casos, mientras mas fuerte sea el estimulo, mayor es el 
numero de impulsos generados. 

La velocidad es esencial Cuanto mayor sea el diametro 
de un axon, menor es la resistencia al flujo local de corriente 


y mayor la rapidez con que un potencial de accion en un sitio 
puede activar las regiones adyacentes de la membrana. Algunos 
invertebrados, como el calamar y los gusanos redondos, desa- 
rrollaron axones gigantes que facilitan el escape del animal en 
caso de peligro. Sin embargo, existe un limite a esta conducta 
evolutiva. Como la velocidad de conduction aumenta con la raiz 
cuadrada del aumento del diametro, un axon que mide 480 pm 
de diametro puede conducir un potencial de action con una 
velocidad cuatro veces mayor que uno de 30 pm de diametro. 

Durante la evolution de los vertebrados se logro una mayor 
velocidad de conduction cuando el axon se envolvio en una vai- 
na de mielina (veanse figs. 4-5 y 4-49). Como esta compuesta de 
multiples capas de membranas que contienen lipidos, la vaina 
de mielina es ideal para prevenir el paso de iones a traves de la 
membrana plasmatica. Ademas, casi todos los canales ionicos 
para el Na + de una neurona mielinizada se encuentran en las 
hendiduras desnudas, o nodos de Ranvier, entre las celulas de 
Schwann adyacentes u oligodendrocitos, que forman la vaina 
(vease fig. 4-49). En consecuencia, los nodos de Ranvier son los 
unicos sitios en los que pueden generarse potenciales de action. 
Un potential de action en un nodo desencadena un potential de 
action en el nodo siguiente (fig. 4-53), lo que hace que el impul¬ 
so salte de un nodo a otro sin tener que activar la membrana 
intermedia. La propagacion de un impulso por este mecanismo 
se llama conduction saltatoria. Los impulsos se conducen a lo 
largo del axon mielinizado a velocidades de hasta 120 metros 
por segundo, que es mas de 20 veces mayor a la velocidad con la 
que discurren los impulsos en una neurona no mielinizada del 
mismo diametro. 

La importancia de la mielinizacion se ilustra de manera 
espectacular con la esclerosis multiple, una enfermedad en la 
que hay deterioro de la vaina de mielina que rodea los axones 
de varias partes del sistema nervioso. Las manifestaciones de 
la enfermedad casi siempre empiezan en el adulto joven; los 
pacientes presentan debilidad en las manos, dificultad para 
caminar y problemas visuales. 



Nodo de Vaina de 

Ranvier mielina 


FIGURA 4-53 Conduccion saltatoria. Durante la conduccion saltatoria, solo 
la membrana en la region nodal del axon se despolariza y es capaz de esta- 
blecer un potencial de accion. Esto se logra cuando la corriente fluye en 
forma directa de un nodo activado al siguiente nodo en reposo a lo largo 
del axon. 
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Neurotransmision: salto 
de la hendidura sinaptica 

Las neuronas estan vinculadas con sus celulas bianco mediante 
uniones especiales llamadas sinapsis. El examen cuidadoso de 
una sinapsis revela que las dos celulas no hacen contacto directo, 
sino que estan separadas por una estrecha brecha de 20 a 50 nm. 
Esta brecha se llama hendidura sinaptica. Una celula presinap- 
tica (celula sensitiva o una neurona) conduce los impulsos hacia 
una sinapsis y una celula postsinaptica (una neurona, celula 
muscular o glandular) siempre esta en el lado receptor de una 
sinapsis. La figura 4-54 muestra varias sinapsis entre las ramas 
terminales de un axon y una celula de musculo esqueletico; las 
sinapsis de este tipo se denominan uniones neuromusculares. 

^Como es que un impulso en una neurona presinaptica sal- 
ta la hendidura sinaptica y afecta a la celula postsinaptica? Los 
estudios realizados hace decadas indicaron que una sustancia 
quimica participa en la transmision de un impulso de una celula 
a otra (pag. 171). Con el microscopio electronico, se observo que 


las puntas (botones terminales) de las ramas de un axon parecen 
contener grandes cantidades de vesiculas sinapticas (fig. 4-54, 
inserto izquierdo) que sirven como sitios de almacenamiento 
para los transmisores quimicos que actuan en las celulas postsi- 
napticas. Dos de los neurotransmisores mejor estudiados son la 
acetilcolina y la noradrenalina, 
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ch 3 —c—o—ch 2 —CH 2 —N(CH 3 ) 3 
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OH H 
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que transmiten impulsos a los musculos esqueletico y cardiaco. 
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FIGURA 4-54 La union neuromuscular es 

el sitio donde las ramas de un axon motor 
establecen sinapsis con las fibras muscula- 
res de un musculo esqueletico. El inserto 
izquierdo muestra las vesiculas sinapticas 
que estan dentro del boton terminal del 
axon y la hendidura sinaptica estrecha 
entre el boton terminal y la celula bianco 
postsinaptica. El inserto derecho muestra 
el boton terminal presionado contra la 
membrana plasmatica de la celula mus¬ 
cular. Las moleculas de neurotransmisor 
(rojo) liberadas de las vesiculas sinapticas 
de la neurona presinaptica se unen con los 
receptores (naranja) en la superficie de la 
celula muscular (azul). (Inserto izquier¬ 
do TOMADO DE Vu/T. REESE Y Don W. 
Fawcett/ Visuals Unlimited.) 
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FIGURA 4-55 Secuencia de fenomenos durante la transmision 
sinaptica con acetilcolina como neurotransmisor. Durante los 
pasos 1 a 4, un impulso nervioso llega al boton terminal del axon, las com¬ 
puertas de calcio se abren y permiten la entrada de Ca 2+ , se libera acetil¬ 
colina de las vesiculas sinapticas y se une con los receptores que hay en la 
membrana postsinaptica. Si la union de las moleculas de neurotransmisor 


causa una despolarizacion de la membrana postsinaptica (como en 5a), pue- 
de generarse un impulso nervioso en ese sitio (6). Sin embargo, si la union 
del neurotransmisor causa hiperpolarizacion de la membrana postsinaptica 
(5b), la celula bianco se inhibe y se dificulta mas la generation de un impulso 
en la celula bianco por otro estfmulo excitatorio. No se muestra la degrada¬ 
tion del neurotransmisor por la acetilcolinesterasa. 



La secuencia de fenomenos de la transmision sinaptica 
puede resumirse como sigue (fig. 4-55). Cuando un impulso 
llega a un boton terminal (paso 1, fig. 4-55), la despolarizacion 
que lo acompana induce a la abertura de varios canales del Ca 2+ 
activados por voltaje en la membrana plasmatica de esta parte de 
la celula nerviosa presinaptica (paso 2, fig. 4-55). En condicio- 
nes normales, los iones de calcio estan en concentraciones muy 
bajas dentro de la neurona (unos 100 nM), al igual que en todas 
las celulas. Cuando la compuerta se abre, los iones de calcio se 
difunden del liquido extracelular al boton terminal de la neurona, 
lo que hace que la concentration de calcio se eleve mas de 1 000 
veces dentro de microdominios localizados cerca de los canales. 
La elevada concentration de Ca 2+ inicia la fusion rapida de una 
o mas vesiculas sinapticas cercanas con la membrana plasmatica, 
lo que da lugar a la liberation de moleculas de neurotransmisor 
hacia la hendidura sinaptica (paso 3, fig. 4-55). 

Ya liberadas de las vesiculas sinapticas, las moleculas de neu¬ 
rotransmisor se difunden a traves de la hendidura estrecha y se 
unen selectivamente con las moleculas receptoras que se concen- 
tran en el lado opuesto de la hendidura, en la membrana plasmatica 
postsinaptica (paso 4, fig. 4-55). Una molecula de neurotransmi¬ 
sor puede tener uno de dos efectos opuestos, segun sea el tipo de 
receptor en la membrana de la celula bianco al que se une: 7 


7 Es importante observar que esta exposition pasa por alto una clase impor- 
tante de receptores de neurotransmisor que no son canales ionicos y por tanto 
no afectan directamente el voltaje de membrana. Este otro grupo de recepto¬ 
res consiste en miembros de una clase de proteinas llamadas GPCR, que se 
consideran en detalle en la section 15.3. Cuando un neurotransmisor se une 
a uno de estos receptores, puede iniciar diversas respuestas, que a menudo 
incluyen la abertura de canales ionicos por un mecanismo indirecto. 


1. El transmisor unido puede iniciar la abertura de canales 
cationicos selectivos en la membrana, lo que produce sobre 
todo entrada de iones sodio y un potential de membra¬ 
na menos negativo (mas positivo). Esta despolarizacion de 
la membrana postsinaptica excita a la celula, lo que aumenta la 
probabilidad de responder a este o a estimulos subsiguientes 
mediante la generation de un potential de action propio (fig. 
4-55, pasos 5a y 6). 

2. El transmisor unido puede desencadenar la abertura de cana¬ 
les anionicos selectivos, lo que produce entrada de iones cloro 
y un potential de membrana mas negativo (hiperpolarizado). 
La hiperpolarizacion de la membrana postsinaptica dismi- 
nuye la probabilidad de que la celula genere un potential de 
action porque luego se requiere mayor entrada de sodio para 
alcanzar el umbral de la membrana (fig. 4-55, paso 5b). 

La mayoria de las celulas nerviosas del cerebro recibe senales 
excitatorias e inhibitorias de muchas neuronas presinapti- 
cas diferentes. La suma de estas influencias opuestas es lo que 
determina que se genere o no un impulso en la neurona post¬ 
sinaptica. 

Todos los botones terminales de una neurona determina- 
da liberan el mismo neurotransmisor. Sin embargo, un neuro¬ 
transmisor determinado puede tener un efecto estimulante en 
una membrana postsinaptica particular y un efecto inhibitorio 
en otra. Por ejemplo, la acetilcolina inhibe la contractilidad del 
corazon, pero estimula la del musculo esqueletico. Dentro 
del cerebro, el glutamato actua como principal neurotransmisor 
excitatorio y el acido gammaaminobutirico (GABA) como el 
principal neurotransmisor inhibitorio. Varios anestesicos gene- 
rales, asi como el diacepam y sus derivados, actuan mediante la 
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union con el receptor para GABA e intensifican la actividad del 
principal interruptor de “apagado” del cerebro. 

Acciones de los farmacos sobre las sinapsis Es impor- 
tante que un neurotransmisor solo tenga una vida media corta 
despues de su liberation de la neurona presinaptica; de lo con- 
trario, el efecto del neurotransmisor se extenderia y la neurona 
postsinaptica no se recuperaria. El neurotransmisor se elimina 
de la sinapsis de dos maneras: por enzimas que destruyen las 
moleculas de neurotransmisor en la hendidura sinaptica y por 
proteinas que transportan las moleculas de neurotransmisor 
de regreso a las terminaciones presinapticas, proceso conocido 
como recaptacion. Gracias a la destruction o recaptacion de las 
moleculas de neurotransmisor, el efecto de cada impulso no dura 
mas que unos cuantos milisegundos. 

La interferencia con la destruction o recaptacion de los 
neurotransmisores puede tener efectos fisiologicos y conduc- 
tuales muy intensos. La acetilcolinesterasa es una enzima que 
hidroliza ia acetilcolina y se localiza en la hendidura sinaptica. 
Si esta enzima se inhibe por exposition al gas nervioso DFP, 
por ejemplo, los musculos presentan una contraction violenta 
debido a la presencia continua de las concentraciones altas de 
acetilcolina. 

Muchos farmacos actuan inhibiendo los transportadores 
que extraen neurotransmisores de la hendidura sinaptica. Varios 
antidepresores que se prescriben ampliamente, como la fluoxe- 
tina, inhiben la recaptacion de serotonina, un neurotransmisor 
implicado en trastornos del estado de animo. Por otro lado, 
la cocaina interfiere con la recaptacion del neurotransmisor 
dopamina que liberan ciertas celulas nerviosas en una portion 
del cerebro conocida como sistema limbico. Este contiene los 
centros cerebrales del “placer” o la “recompensa”. La presencia 
sostenida de dopamina en las hendiduras sinapticas del sistema 
limbico produce una sensation transitoria de euforia, asi como 
un intenso deseo de repetir la actividad. Con el uso repetido, 
los efectos placenteros de la droga disminuyen cada vez mas, 
pero sus propiedades adictivas se intensifican. Las anfetaminas 
tambien actuan en las neuronas que liberan dopamina; se cree 
que estimulan la liberation excesiva de dopamina de las termi¬ 
naciones presinapticas e interfieren con la recaptacion de las 
moleculas de neurotransmisor de la hendidura sinaptica. Los 
ratones sometidos a modificaciones geneticas para carecer del 
transportador de dopamina (DAT), la proteina encargada de la 
recaptacion de la dopamina, tienen comportamiento similar al 
de ratones normales que recibieron cocaina o anfetaminas. La 
administration de estas drogas no tuvo efectos adicionales en el 
comportamiento de animales que carecen del gen DAT. 

El compuesto activo de la marihuana (A-tetrahidrocana- 
binol) actua por un mecanismo muy diferente. Se une con los 
receptores canabinoides (CB1) localizados en las terminaciones 
presinapticas de ciertas neuronas del cerebro, lo cual reduce la 
probabilidad de que estas neuronas liberen neurotransmisores. 
En condiciones normales, los receptores CB1 interactuan con 
compuestos llamados endocanabinoides. Estos se producen en 
neuronas postsinapticas despues de la despolarizacion. Tales 
sustancias se difunden “hacia atras” a traves de la hendidura 


sinaptica hacia la membrana presinaptica, donde se unen con 
los receptores CB1 y suprimen la actividad sinaptica. Los recep¬ 
tores CB1 se hallan en muchas areas del cerebro, incluidos hipo- 
campo, cerebelo e hipotalamo, lo cual explica los efectos de la 
marihuana en la memoria, la coordination motora y el apetito, 
respectivamente. Si la marihuana incrementa el apetito al unirse 
a receptores CB1, se piensa que bloquear estos receptores podria 
reducir el apetito. Esta linea de razonamiento ha llevado al desa- 
rrollo de un nuevo farmaco bloqueador de CB1 para reducir 
el apetito llamado Acomplia, que tal vez este disponible en un 
future cercano. 

Plasticidad sinaptica Las sinapsis son mas que simples sitios 
de conexion entre neuronas adyacentes; son los determinantes 
clave para establecer las rutas de los impulsos a traves del siste¬ 
ma nervioso. Se piensa que el cerebro humano contiene cuan- 
do menos cien billones (10 14 ) de sinapsis. Estas sinapsis actuan 
como compuertas dispuestas a lo largo de varias vias, permitien- 
do que cierta information pase de una neurona a otra, mien- 
tras detienen otros fragmentos de information o los desvian en 
otra direction. Aunque las sinapsis se perciben a menudo como 
estructuras fijas y sin cambios, pueden presentar una notable 
calidad dinamica conocida como “plasticidad sinaptica”. La 
plasticidad sinaptica es muy importante durante la lactancia y la 
infancia, cuando los circuitos neuronales del cerebro alcanzan su 
configuration madura. 

La plasticidad sinaptica es mas facil de observar en estu- 
dios de neuronas del hipocampo, una parte del cerebro vital 
para el aprendizaje y la memoria a corto plazo. El hipocampo 
es una de las areas principales del cerebro que se destruye en la 
enfermedad de Alzheimer (pag. 66). Cuando las neuronas del 
hipocampo se estimulan en forma repetida en poco tiempo, las 
sinapsis que conectan estas neuronas con sus contiguas se “forta- 
lecen’por un proceso conocido como potentiation a largo plazo 
(LTP), que puede durar dias, semanas o aun mas. La investiga¬ 
tion sobre la LTP se ha enfocado en el receptor NMDA, que es 
uno de los diversos tipos de receptores que se unen con el neu¬ 
rotransmisor excitatorio glutamato. Cuando el glutamato se une 
con el receptor NMDA postsinaptico, abre un canal cationico 
interno que permite la entrada de iones Ca 2+ hacia la neurona 
postsinaptica, lo cual inicia una cascada de cambios bioquimicos 
que conducen al fortalecimiento sinaptico. Las sinapsis que se 
sometieron a la LTP pueden transmitir estimulos mas debiles e 
inducen respuestas mas fuertes en las celulas postsinapticas. Se 
cree que estos cambios tienen un papel principal conforme la 
information recien aprendida o los recuerdos recientes se codi- 
fican en los circuitos neuronales del cerebro. Cuando los anima¬ 
les de laboratorio se tratan con farmacos que inhiben la LTP, 
como los que interfieren con la actividad del receptor NMDA, 
su capacidad para aprender information nueva se reduce de for¬ 
ma notoria. 

Muchas otras razones hacen tan importante el estudio de 
las sinapsis. Por ejemplo, se cree que diversas enfermedades del 
sistema nervioso, entre ellas la miastenia grave, enfermedad de 
Parkinson, esquizofrenia e incluso la depresion, tienen sus ori- 
genes en la disfuncion sinaptica. 
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REVISION 


1. ^Que es el potencial de reposo?, jcomo se establece 
como resultado del flujo ionico? 

2. ^Que es un potencial de action?, ^cuales son los pasos 
que conducen a sus diversas fases? 

3. ^Como se propaga un potencial de action a lo largo de 
un axon?, ^que es la conduction saltatoria y como se 
produce este proceso? 


4. ^Cual es el papel de la vaina de mielina en la conduc¬ 
tion de un impulso? 

5. Describa los pasos entre el tiempo en que un impulso 
llega al boton terminal de una neurona presinaptica y 
cuando se inicia un potencial de action en una celula 
postsinaptica. 

6. Compare los papeles de las bombas y canales ionicos 
para establecer y usar los gradientes ionicos, sobre todo 
en su aplicacion a las celulas nerviosas. 


V I A S EXPERIMENTALES 


El receptor de acetilcolina 


En 1843, a la edad de 30 anos, Claude Bernard se mudo de un pequeno 
pueblo frances, donde habia sido farmaceutico y aspirante a escritor 
de obras, a Paris, donde planeo seguir su carrera literaria. En lugar de 
eso, Bernard se inscribio en la escuela de medicina y se convirtio en el 
principal fisiologo del siglo xix. Entre sus multiples intereses estaba 
el mecanismo por el cual los nervios estimulan la contraction de los 
musculos esqueleticos. Sus estudios incluyeron el uso de curare, una 
droga muy toxica aislada de plantas tropicales y empleada durante 
siglos por los cazadores nativos de Sudamerica para preparar dardos 
envenenados. Bernard encontro que el curare paralizaba un musculo 
esqueletico sin interferir con la capacidad de los nervios para transmi¬ 
ts impulsos al musculo en cuestion ni la capacidad del musculo para 
contraerse con la estimulacion directa. Bernard concluyo que, de alguna 
manera, el curare actuaba sobre la region de contacto entre el nervio y 
el musculo. 

John Langley, un fisiologo de la Cambridge University, confirmo 
y amplio esta conclusion. Langley estudiaba la capacidad de la nicoti- 
na, otra sustancia derivada de las plantas, para estimular la contraction 
de musculos esqueleticos aislados de rana y el efecto del curare para 
inhibir la action de la nicotina. En 1906, Langley concluyo que “el 
impulso nervioso no debe pasar del nervio al musculo por una descarga 
electrica, sino por la secretion de una sustancia especial en el extremo 
del nervio”. 1 Langley propuso que este “transmisor quimico” se unia a 
una “sustancia receptora” en la superficie de las celulas musculares, el 
mismo sitio al que se unian la nicotina y el curare. Estas resultaron ser 
propuestas visionarias. 

La sugerencia de Langley de que el estimulo del nervio al 
musculo se transmite por una sustancia quimica se confirmo en 1921 
en un experimento ingenioso realizado por el fisiologo australiano Otto 
Loewi, cuyo diseno concibio durante un sueno. La frecuencia cardiaca 
de los vertebrados esta regulada por dos nervios antagonicos (oposi- 
tores). Loewi aislo el corazon de la rana con ambos nervios intactos. 
Cuando estimulo el nervio inhibidor ( vago ), se libero una sustancia de 
la preparation del corazon hacia la solution salina y se permitio que 
drenara hacia el medio que banaba un segundo corazon aislado. La fre¬ 
cuencia del segundo corazon disminuyo en forma drastica, como si se 
hubiera activado su propio nervio inhibidor. 2 Loewi llamo VagusstofF 


a la sustancia causante de la inhibition del corazon de la rana. Unos 
cuantos anos despues, Loewi habia demostrado que las propiedades 
quimicas y fisiologicas del VagusstofF eran identicas a las de la acetil¬ 
colina (ACh) y concluyo que esta era la sustancia que se liberaba de las 
celulas nerviosas que formaban el nervio vago. 

En 1937, David Nachmansohn, un neurofisiologo de la Sorbona, 
visitaba la Feria Mundial en Paris y ahi observo varios peces electri- 
cos vivos de la especie Torpedo marmarota que estaban en exhibition. 
Estas rayas tienen organos electricos que producen choques intensos 
(40 a 60 voltios) capaces de matar a la presa potencial. En esa epoca, 
Nachmansohn estudiaba la enzima acetilcolinesterasa, que destruye la 
acetilcolina despues de su liberation de las puntas de los nervios moto- 
res. Nachmansohn estaba consciente de que los organos electricos de 
estos peces se derivaban del tejido muscular esqueletico modificado 



FIGURA1 Los organos electricos del pez Torpedo consisten en pilas de unio- 
nes neuromusculares modificadas que se localizan a ambos lados del cuerpo. 
(Tomada de Z. W. Hall, An Introduction to Neurobiology, Sin- 
auer Associates, Inc., Sunderland, MA © 1992.) 
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FIGURA 2 Pasos empleados para eL aislamien- 
to del nAChR. a) Estructura de un com- 
puesto sintetico, CT5263, que se unio con 
cuentas de sefarosa para formar una columna 
de afinidad. Los extremos del compuesto que 
sobresalen de las cuentas simulan acetilcolina, 
lo que hace que la acetilcolinesterasa (AChE) 
y el receptor nicotfnico para acetilcolina 
(nAChR) se unan con las cuentas. b ) Cuando 
el extracto Triton X-100 paso por la colum¬ 
na, las proteinas de union con acetilcolina se 
unieron con las cuentas, en tanto la proteina 
disuelta restante (cerca de 90% del total de 
proteina en el extracto) paso directamente por 
la columna. El paso ulterior de una solucion 
de flaxedilo 10 -3 M por la columna libero el 
nAChR unido sin alterar la AChE adherida 
(que luego se separo con NaCl 1 M). (Toma- 
da de R. W. Olsen, J.-C. Meunier y J.-P. 
Changeux, FEBS Lett 28:99,1972.) 


(fig. 1) y pregunto si podria tener una pareja de los peces para estudiar- 
los una vez que la feria terminara. Los resultados de la primera prueba 
mostraron que el organo electrico era una fuente extraordinariamente 
rica de acetilcolinesterasa. 3 Tambien tenia abundancia de receptores 
nicotinicos para acetilcolina (nAChR),* el receptor presente en las 
membranas postsinapticas de las celulas de musculo esqueletico que 
se une con las moleculas de ACh liberadas de las terminaciones de un 
nervio motor. El hallazgo de un sistema ideal puede resultar invaluable 
para el estudio de un aspecto particular de la estructura o funcion celu- 
lares. Como resulta evidente en la description siguiente, los organos 
electricos del pez habian sido la unica fuente de material para el estudio 
del nAChR. 

El nAChR es una proteina integral de la membrana y no fue sino 
hasta el decenio de 1970 que se desarrollaron las tecnicas para aislar 


*E1 receptor se describe como nicotfnico porque puede activarse con la nico- 
tina, asi como con la acetilcolina. Esto contrasta con los receptores muscari- 
nicos para acetilcolina de las sinapsis de nervios parasimpaticos, que pueden 
activarse con muscarina, pero no con nicotina, y se inhiben con atropina, no 
con curare. El cuerpo de los fiimadores se acostumbra a los altos niveles de 
nicotina y ellos presentan sintomas de abstinencia cuando no fiiman porque 
las neuronas postsinapticas que tienen receptores nicotinicos para acetil¬ 
colina ya no reciben el nivel de estimulo habitual. Estudios recientes han 
arrojado considerable luz sobre la relacion entre la estructura del nAChR y 
la adiccion a la nicotina (vease Science 306:983,2004 y Nature Rev. Neurosci. 
5:55,2004.) 


estas proteinas. Como se explica en el capitulo 18, la purification de 
una proteina particular requiere una prueba adecuada para identificar la 
cantidad de proteina presente en cualquier fraction particular. La prue¬ 
ba ideal para nAChR fue un compuesto que se une en forma selectiva y 
con firmeza a esta proteina particular. Este compuesto lo descubrieron 
en 1963, Chen-Yuan Lee y colaboradores de la Universidad National 
de Taiwan. El compuesto era la bungarotoxina alfa, una sustancia pre¬ 
sente en el veneno de una serpiente de Taiwan. La bungarotoxina alfa 
causa paralisis porque se une con firmeza al nAChR en la membrana 
postsinaptica de las celulas musculares esqueleticas, lo que bloquea la 
respuesta del musculo a la acetilcolina. 4 

Equipados con bungarotoxina alfa marcada para usarla en una 
prueba, organos electricos como fuente y un detergente capaz de disol¬ 
ver las proteinas de membrana, varios investigadores pudieron aislar 
los receptores para acetilcolina a principios de 1970. En uno de estos 
estudios, 5 las membranas que contienen nAChR se aislaron mediante 
homogenization de los organos electricos en una mezcla y la suspen¬ 
sion se centrifugo para separar los fragmentos de membrana. Las pro¬ 
teinas de membrana se extrajeron de los fragmentos de membrana con 
Triton X-100 (pag. 132) y la mezcla se paso por una columna que tenia 
cuentas diminutas cubiertas con un compuesto sintetico cuyos extre¬ 
mos tenian similitud estructural con la acetilcolina (fig. 2a). Conforme 
la mezcla de proteinas disueltas pasaba por la columna, dos proteinas 
que poseen sitios de union para la acetilcolina, nAChR y acetilcolines¬ 
terasa (AChE), se pegaron a las cuentas. El 90% restante de la proteina 
del extracto no se unio con las cuentas y tan solo paso por la columna y 
se recolecto (fig. 2b). Una vez que habia pasado este grupo de proteinas, 
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se paso una solution de flaxedilo 10 -3 M por la columna, con lo cual se 
elimino de manera selectiva el nAChR de las cuentas y dejo la AChE. 
Con este procedimiento el receptor para acetilcolina medido mediante 
la union con bungarotoxina se purifico mas de 150 veces en un solo 
paso. Este tipo de procedimiento se conoce como cromatografiapor afi- 
nidad y su aplicacion general se describe en la section 18.7. 

El siguiente paso era identificar algo sobre la estructura del recep¬ 
tor para acetilcolina. Los estudios en el laboratorio de Arthur Karlin 
en la Columbia University determinaron que el nAChR es un penta- 
mero, una proteina consistente en cinco subunidades. Cada receptor 
contenia dos copias de una subunidad llamada alfa y una copia de las 
subunidades beta, gamma y delta. Las subunidades podian distinguirse 
mediante la extraction de las proteinas de membrana en Triton X-100, 
purification del nAChR mediante cromatografia por afinidad para 
luego someter la proteina purificada a electroforesis a traves de un gel 
de poliacrilamida (SDS-RAGE, como se explica en la section 18.7), 
con lo cual se separan los polipeptidos individuales de acuerdo con su 
tamano (fig. 3). 6 Las cuatro subunidades diferentes resultaron homolo- 
gas entre si, cada subunidad contenia cuatro helices transmembranosas 
homologas (Ml a M4). 

Otro hito en el estudio del nAChR fue la demostracion de que el 
receptor purificado actuaba como sitio para union con ACh y tambien 
como canal para el paso de cationes. Anos antes de esto, Jean-Pierre 
Changeux del Instituto Pasteur en Paris habia postulado que la union 
de acetilcolina con su receptor producia un cambio en la conformation 
que abria un canal ionico dentro de la proteina. La entrada de iones 
Na + a traves del canal podia entonces iniciar la despolarizacion de la 
membrana y la activation de la celula muscular. Durante la segunda 
mitad del decenio de 1970, Changeux y colaboradores tuvieron exito 
al incorporar moleculas purificadas del nAChR en vesiculas artificiales 



FIGURA 3 La portion superior de la figura muestra un gel SDS-poliacrilami- 
da despues de la electroforesis de una preparacion del nAChR purificado. El 
receptor consiste en cuatro diferentes subunidades cuyos pesos moleculares 
se indican. Antes de la electroforesis, la preparacion de receptor purifica¬ 
do se incubo con un compuesto radiactivo (0 T-MBTA) que se parece a 
la acetilcolina y se une con el sitio de union para acetilcolina del nAChR. 
Despues de la electroforesis, el gel se rebano en cortes de 1 mm y se midio 
la radiactividad de cada uno. Toda la radiactividad estaba unida con la sub¬ 
unidad de 39 000 daltones, lo que indica que esta subunidad contiene el 
sitio de union para acetilcolina. La lfnea punteada senala la absorbancia de 
luz de cada fraction, lo cual proporciona una medida de la cantidad total 
de proteina presente en esa fraction. Las alturas de los picos aportan una 
medida de las cantidades relativas de cada subunidad de la proteina. Todas 
las subunidades estan presentes en cantidades iguales, excepto la subunidad 
mas pequena (subunidad alfa, que contiene el sitio de union para acetilcoli¬ 
na), que esta presente en una cantidad doble de copias. (Tomada de C. L. 
Weill, M. G. McNamee y A. Karlin, Biochem Biophys Res Commun 
61:1002,1974.) 


de lfpidos. 7 Con el uso de vesiculas que contenian distintas concentra- 
ciones de iones sodio y potasio marcados, demostraron que la union 
de la acetilcolina con sus receptores en la bicapa de lipidos iniciaba un 
flujo de cationes a traves de la “membrana”. Resulto evidente que la 
“proteina pura en realidad contiene todos los elementos estructurales 
necesarios para la transmision quimica de una senal electrica, es decir, 
un sitio para union con la acetilcolina, un canal ionico y un mecanismo 
para unir su actividad”. 

Durante las ultimas dos decadas, los investigadores se han enfo- 
cado en la identification de la estructura del nAChR y el mecanismo 
por el cual la union con la acetilcolina induce la abertura de la com- 
puerta ionica. El analisis de la estructura tomo distintas vias. En un 
metodo, los cientificos usaron genes purificados, identification de las 
secuencias de aminoacidos y mutagenesis dirigida a sitios para identifi¬ 
car las partes especificas de los polipeptidos que cruzan la membrana, o 
que se unen con el neurotransmisor o que forman el canal ionico. Estos 
estudios no cristalograficos sobre la anatomfa molecular de una protef- 
na tienen principios similares a los descritos en la section 4.4. 

Otra via necesita un microscopio electronico. Los primeros vis- 
tazos del nAChR se obtuvieron en micrograffas electronicas de las 
membranas de organos electricos (fig. 4). 8 Los receptores pareefan 
tener forma anular, con un diametro de 8 nm y un canal central de 
2 nm de diametro y sobresalfan de la bicapa de lfpidos hacia el espa- 
cio externo. Nigel Unwin y colaboradores del Medical Research Council 
of EnglancP~ u desarrollaron un modelo cada vez mas detallado del 
nAChR. Con la tecnica de la cristalografia electronica (section 18.8), 
que implica un analisis matematico de las micrograffas electronicas de 
membranas congeladas de los organos electricos, Unwin pudo analizar 
la estructura del nAChR en su ambiente lfpido nativo. Describio la 
disposition de las cinco subunidades alrededor de un canal central (fig. 
5). El canal ionico consiste en un poro estrecho recubierto por la pared 
compuesta de cinco helices alfa internas (M2), una de cada una de las 
subunidades circundantes. Se ha postulado que la compuerta del poro 
esta cerca del centra de la membrana, donde cada una de las helices alfa 
M2 se flexiona hacia dentro (en el vertice de las barras con forma en V 
de la figura 5a) para formar un acodamiento en el receptor desactivado. 
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FIGURA 4 Micrograffa electronica de membranas ricas en receptores con 
tincion en negativo del organo electrico de un pez electrico que muestra 
la densidad de moleculas de nAChR. Cada molecula de receptor es un 
pequeno cfrculo blanquecino con un diminuto punto negro en el centra; 
el punto corresponde al canal central, que acumulo la tincion electrodensa. 
(Tomada de Werner Schiebler y Ferdinand Hucho, Eur J Biochem 
85:58,1978.) 

































174 Capitulo 4 LA ESTRUCTURA Y FUNCION DE LA MEMBRANA PLASMATICA 



FIGURA 5 a) Un mapa de densidad 
electronica de una rebanada que pasa 
por el nAChR obtenido mediante el 
analisis de micrografias electronicas 
de cristales tubulares de membra- 
nas de Torpedo incrustadas en hie- 
lo. Estos analisis permitieron a los 
investigadores reconstruir la apa- 
riencia tridimensional de una sola 
protefna de nAChR que se encuen- 
tra dentro de la membrana. Los con- 
tornos continuos indican lfneas de 
densidad similar mayor a la del agua. 

Las dos lineas oscuras en forma de 
barra representan las helices alfa que 
recubren el canal en su punto mas 
estrecho. b ) Esquema del nAChR 
que muestra la disposition de las subunidades y una representation trans¬ 
versal de la protefna. Cada una de las cinco subunidades contiene cuatro 
helices que cruzan la membrana (M1-M4). De estas solo la helice interna 


(M2) recubre el poro y es el tema del resto de la discusion. ( A , tomada de 
N. Unwin, J Mol Biol 229:1118,1993; © 1993, con autorizacion del 
editor Academic Press, Elsevier Science.) 


La cadena lateral de un residuo de leucina se proyecta hacia el interior 
desde cada acodamiento. En este modelo, los residuos de leucina de 
las cinco helices internas formarian un anillo hidrofobo estrecho que 
impide el cruce de iones por la membrana. La compuerta se abre despues 
de la union de dos moleculas de acetilcolina, una por cada subunidad 
alfa. Cada ACh se une a un sitio localizado dentro de un saco de una 
subunidad alfa (fig. 5b). 

Para estudiar los cambios en el nAChR durante la abertura del 
canal, Unwin realizo el experimento siguiente. 11 Se aplicaron prepa- 
raciones de membranas ricas en nAChR a una rejilla de soporte que 
luego se permitio caer en un bano de etano liquido enfriado con nitro- 
geno para congelar las membranas. Unos cinco milisegundos antes de 
llegar a la superficie del bano congelante, las rejillas se rociaron con 
una solution de acetilcolina, la cual se unio con los receptores e initio 
el cambio en la conformacion necesario para abrir el canal. A1 compa- 
rar las micrografias electronicas de los nAChR atrapados en el estado 
abierto contra el cerrado, Unwin encontro que la union de la acetilco¬ 
lina desencadena un ligero cambio en la conformacion en los dominios 



extracelulares de las subunidades del receptor cerca de los dos sitios 
de union para ACh. Conforme al modelo que se presenta en la figura 
6, este cambio conformacional se propaga por la protefna, causando 
una pequena rotacion (15°) de las helices M2 que recubren el poro 
de conduction ionica. La rotacion de estas helices internas rompe el 
puente hidrofobo, lo cual permite el ingreso de iones Na + en la celula. 
En las referencias 12 a 14 pueden encontrarse analisis detallados de la 
estructura del nAChR con resolution cada vez mayor y el mecanismo 
de puenteo ionico. 


FIGURA 6 Diagramas de cinta que ilustran los cambios propuestos que 
ocurren dentro del nAChR al unirse a acetilcolina. Solo se muestran las 
dos subunidades a del receptor. En el estado cerrado (izquierda), el poro 
esta bloqueado (segmento color rosa) por la aposicion estrecha de un ani¬ 
llo de residuos hidrofobos (las cadenas laterales valina y leucina de estos 
residuos en la subunidad a se indican mediante los pequenos modelos de 
esferas y barras en el sitio de la constriction del poro). El diametro del poro 
en su punto mas estrecho es de unos 6 A, que no es suficiente para que pase 
un ion Na + hidratado. Aunque es suficientemente amplio para dejar pasar un 
ion Na + deshidratado, la pared del canal carece de los grupos polares que 
se requerirfan para sustituir la capa desplazada de moleculas de agua (como 
ocurre en el filtro de selectividad del canal de K + , figura 4-38). Una cadena 
lateral triptofano en los dominios citoplasmicos de las subunidades indica el 
sitio aproximado de la union de acetilcolina. Despues de la union de ligando 
a cada dominio citoplasmico (que segun se observa consta en mayor medida 
de laminas plegadas (3), se propone un cambio conformacional, que causa 
una pequena rotacion de las laminas |3 internas en el dominio citoplasmico 
(flechas curvas en la figura de la izquierda). Esto, a su vez, induce un movi- 
miento rotacional de las helices transmembranosas internas de las subuni¬ 
dades, lo cual amplfa el diametro del poro, lo que permite el flujo de iones 
Na + a traves del estado abierto del canal (derecha). Las partes moviles rele- 
vantes se muestran en azul. (Tomada de N. Unwin, FEBS Lett. 555:94, 
2003, COPYRIGHT 2003, CON AUTORIZACION DE ELSEVIER SCIENCE.) 
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SINQPSIS 


Las membranas plasmaticas son estructuras muy delgadas y deli- 
cadas, pero tienen un papel clave en muchas de las funciones mas 
importantes de las celulas. La membrana plasmatica separa a la celula 
viva de su ambiente; constituye una barrera de permeabilidad selectiva 
que permite el intercambio de ciertas sustancias al tiempo que previene 
el paso de otras; contiene los mecanismos para transportar las sustan¬ 
cias de un lado al otro de la membrana; aloja los receptores que se unen 
con ligandos especfficos en el espacio externo y transmiten information 
a los compartimientos internos de la celula; media las interacciones con 
otras celulas; proporciona un marco en el que pueden organizarse los 
componentes; es un sitio en el que la energfa se traduce de un tipo a 
otro (pag. 120). 

Las membranas son estructuras de lipidos y proteinas en las que los 
componentes se mantienen unidos en una hoja delgada mediante 
enlaces no covalentes. La membrana se mantiene unida como una 
hoja cohesiva por una bicapa de lipidos consistente en una capa bimo- 
lecular de lipidos anfipaticos, cuyos grupos cabeza polares se dirigen 
hacia fuera y las colas acilo grasas hidrofobas se dirigen hacia el interior. 
Entre los lipidos se incluyen fosfogliceridos como la fosfatidilcolina; 
lipidos con base de esfingosina como el fosfolipido esfingomielina, y los 
cerebrosidos y gangliosidos que contienen carbohidratos (glucolipidos), 
ademas de colesterol. Las proteinas de la membrana pueden dividirse 
en tres grupos: proteinas integrales que penetran en y a traves de la 
bicapa lipidica, con porciones expuestas en las superficies citoplasmica 
y extracelular de la membrana; proteinas perifericas que se localizan 
completas fuera de la bicapa de lipidos pero no tienen enlaces cova¬ 
lentes con los grupos cabeza polares de la bicapa de lipidos ni con la 
superficie de una proteina integral, y proteinas fijadas por lipidos que 
estan fuera de la bicapa lipidica, pero tienen enlaces covalentes con lipi¬ 
dos que forman parte de la bicapa. Los segmentos transmembranosos 
de las proteinas integrales casi siempre se encuentran como una helice 
alfa, compuesta sobre todo por residuos hidrofobos (pag-125). 

Las membranas son estructuras muy asimetricas cuyas dos hojas 
tienen propiedades muy diferentes. Como ejemplos, todas las cade- 
nas de carbohidrato de la membrana se dirigen en sentido contrario al 
citosol; muchas de las proteinas integrales tienen sitios en su superficie 


externa que interactuan con ligandos extracelulares y sitios en su super¬ 
ficie interna que interactuan con proteinas perifericas y forman parte de 
un esqueleto de la membrana interna; ademas, el contenido de fosfoli- 
pidos de las dos mitades de la bicapa es muy asimetrico. La mejor forma 
de revelar la organization de las proteinas dentro de la membrana es en 
replicas congeladas y fracturadas en las que se congelan las celulas, se 
dividen sus membranas por el centro de la bicapa por un piano de frac- 
tura y se visualizan las caras internas expuestas mediante la formacion 
de una replica en metal (pag. 140). 

El estado fisico de la bicapa lipidica tiene importantes consecuen- 
cias para la movilidad lateral de los fosfolipidos y las proteinas 
integrales. La viscosidad de la bicapa y la temperatura en la cual sufre 
la transition de fase dependen del grado de insaturacion y la longitud 
de las cadenas acilo grasas de los fosfolipidos. El mantenimiento de 
una membrana fluida es importante para muchas actividades celula- 
res, como la transduction de senales, division celular y formacion de 
regiones especializadas de membrana. Al principio, la difusion lateral 
de las proteinas dentro de la membrana se demostro por fusion celular 
y puede cuantificarse con tecnicas que siguen los movimientos de las 
proteinas marcadas con compuestos fluorescentes o marcadores elec- 
trodensos. La medicion de los coeficientes de difusion de las proteinas 
integrales sugiere que la mayoria esta sujeta a influencias restrictivas 
que inhiben su movilidad. Las proteinas pueden estar limitadas por su 
relation con otras proteinas integrales o con proteinas perifericas loca- 
hzadas en la superficie de la membrana. A causa de estos diversos tipos 
de restricciones, las membranas alcanzan una considerable medida de 
estabilidad organizacional en la que se diferencian entre si las regiones 
particulares de membrana (pag. 136). 

La membrana plasmatica del eritrocito contiene dos proteinas inte¬ 
grales principales, la banda 3 y la glucoforina A, asi como un esque¬ 
leto interno bien definido compuesto de proteinas perifericas. Cada 
subunidad de banda 3 abarca toda la membrana por lo menos una docena 
de veces y contiene un canal interno por el cual se intercambian aniones 
bicarbonato y cloro. La glucoforina A es una proteina muy glucosilada 
con funcion incierta que contiene un solo dominio transmembranoso 
consistente en una helice alfa hidrofoba. El principal componente del 
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esqueleto de la membrana es la proteina fibrosa espectrina, que interac- 
tua con otras proteinas perifericas para suministrar soporte a la mem¬ 
brana y limitar la difusion de sus proteinas integrales (pag. 144). 

La membrana plasmatica es una barrera con permeabilidad selectiva 
que permite el paso de solutos por varios mecanismos, entre ellos la 
difusion simple a traves de la bicapa lipidica o canales en la membra¬ 
na, difusion facilitada y transporte activo. La difusion es un proceso 
independiente de energia donde un soluto se mueve en favor de un gra- 
diente electroquimico, lo que disipa la energia fibre almacenada en el 
gradiente. Los solutos inorganicos pequenos, como el 0 2 , C0 2 y H 2 0, 
penetran con facilidad la bicapa de fipidos, al igual que los solutos con 
coeficientes de partition altos (alta solubifidad en fipidos). Los iones y los 
solutos organicos polares, como los azucares y los aminoacidos, requieren 
transportadores especiales para entrar o salir de la celula. (pag. 147). 

El agua se mueve por osmosis a traves de la membrana plasmatica 
semipermeable de una region con menor concentration de solutos 
(el compartimiento hipotonico) a una region con mayor concentra¬ 
tion de soluto (el compartimiento hipertonico). La osmosis tiene un 
papel clave en multiples funciones celulares. Por ejemplo, en las plantas 
la entrada de agua genera presion de turgencia contra la pared celular 
que ayuda a sostener los tejidos no lenosos (pag. 149). 

Los iones se difunden a traves de la membrana plasmatica mediante 
canales especiales recubiertos con proteina que a menudo son espe- 
cificos para iones particulares. Los canales ionicos casi siempre tie- 
nen una compuerta que se controla por voltaje o ligandos quimicos, 
como los neurotransmisores. El analisis de un canal ionico bacteriano 
(KcsA) revelo como los atomos de oxigeno que fluyen de la columna 
vertebral del polipeptido son capaces de sustituir a las moleculas de 
agua que habitualmente se relacionan con iones K + , lo que permite que 
la proteina conduzca en forma selectiva iones K + a traves de su canal 
central. Los canales de K + activados por voltaje contienen un segmento 
helicoidal cargado que se mueve como respuesta al voltaje de la mem¬ 
brana, lo cual abre o cierra la compuerta (pag. 150). 

La difusion facilitada y el transporte activo requieren la participation 
de las proteinas integrales de la membrana que se combinan en forma 
espetifica con el soluto que se transporta. Los transportadores facilita- 
dores actuan sin gasto de energia y mueven solutos en favor del gradiente 
de concentration en ambas direcciones a traves de la membrana. Se cree 
que actuan mediante el cambio en la conformation, lo cual expone el sitio 

PRE6UNTAS ANALITICAS 

1. ,jQue tipo de proteinas integrales esperaria que hubiera en la 
membrana plasmatica de una celula epitelial que estan ausentes en 
un eritrocito?, <:c6mo se relacionan estas diferencias con las activi- 
dades de estas celulas? 

2. Muchos tipos diferentes de celulas tienen receptores que se unen 
con hormonas esteroideas. <:En que partes de la celula esperaria 
usted que estuvieran estos receptores y el receptor para insulina?, 
<;por que? 

3. Cuando se informo por primera vez sobre la apariencia trilaminar 
de la membrana plasmatica, las imagenes se tomaron como evi- 
dencia para apoyar el modelo de Davson-Danielli de la estructura 
plasmatica. <;Por que cree que estas micrografias pudieron inter- 
pretarse de esta forma? 


de union con soluto a ambos lados de la membrana en forma alternada. 
El transportador de glucosa es un transportador facilitador cuya presencia 
en la membrana plasmatica se estimula por los niveles altos de insulina. 
Los transportadores activos requieren el gasto de energia y mueven iones 
y solutos en contra del gradiente de concentration. Los transportadores 
activos tipo P, como la ATP-asa de Na + /K + , funcionan con el impulso 
de la transferencia de un grupo fosfato del ATP al transportador, lo que 
cambia su afinidad por el ion transportado. Los sistemas de transporte 
activo secundario derivan la energia almacenada en un gradiente ionico 
para transportar un segundo soluto contra un gradiente de concentration. 
Por ejemplo, el transporte activo de la glucosa a traves de la superficie 
apical de la celula epitelial intestinal se impulsa por el cotransporte de 
Na + en favor de su gradiente electroquimico (pag. 156). 

El potential de reposo a traves de la membrana plasmatica se debe 
sobre todo a la permeabilidad limitada de la membrana al K + y esta 
sujeta a cambios drasticos. El potential de reposo de una celula ner- 
viosa o muscular tipica es cercano a —70 mV (interior negativo). Cuando 
la membrana de una celula excitable se despolariza mas alia del valor 
umbral, se inician los fenomenos que conducen a la abertura de los cana¬ 
les del Na + y la entrada de sodio, lo cual se mide como una inversion en 
el voltaje a traves de la membrana. Unos mifisegundos despues de abrirse, 
las compuertas para el Na + se cierran y los canales del potasio se abren,lo 
cual posibilita la salida de K + con la restauracion del potential de reposo. 
La serie de cambios drasticos en el potential de membrana despues de la 
despolarizacion constituye un potential de action (pag. 163). 

Una vez que el potential de action se initio, se propaga por sf 
mismo. Los potenciales de action se propagan porque la despolariza¬ 
cion que acompana al potential de action en un sitio de la membrana 
es suficiente para despolarizar la membrana adyacente, lo cual inicia 
un potential de action en ese sitio. En un axon mielinizado, un poten¬ 
tial de action en un nodo de la vaina puede despolarizar la membrana 
del siguiente nodo, lo que permite que el potential de action salte con 
rapidez de un nodo a otro. Cuando el potential de action llega a los 
botones terminales de un axon, se abren las compuertas de calcio en la 
membrana plasmatica, lo que permite la entrada de Ca 2+ , que inicia 
la fusion de las membranas de las vesiculas secretoras que contienen los 
neurotransmisores con la membrana plasmatica suprayacente. El neu- 
rotransmisor se difunde a traves de la hendidura sinaptica y se une con 
los receptores de la membrana postsinaptica, lo que induce despolariza¬ 
cion o hiperpolarizacion de la celula bianco (pag. 166). 


4. Suponga que planea usar liposomas como intento para llevar far- 
macos a un tipo particular de celula en el cuerpo, por ejemplo, 
adipocito o celula muscular. ^Hay alguna forma en que pudiera 
construir el liposoma para aumentar su especificidad por el bian¬ 
co? 

5. ,;C6mo es que, a diferencia de polisacaridos como el almidon y 
el glucogeno, los oligosacaridos de la superficie de la membrana 
plasmatica pueden participar en interacciones espetificas?, ,;c6mo 
se ilustra esta caracteristica al identificar el tipo sanguineo de una 
persona antes de aplicar una transfusion? 

6. La tripsina es una enzima que digiere las porciones hidrofilicas 
de las proteinas de membrana, pero es incapaz de penetrar la 
bicapa lipidica y entrar a la celula. A causa de estas propiedades, 
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la tripsina se ha usado junto con SDS-PAGE para establecer 
cuales protemas tienen un dominio extracelular. Describa un 
experimento que utilice tripsina para establecer la lateralidad 
de las protemas de la membrana de un eritrocito. 

7. Observe la micrografia electronica de los eritrocitos en la figu- 
ra 4-31 a. Se dice que estas celulas, que son aplanadas y tienen 
depresiones circulares a ambos lados, son biconcavas. <;Cual es la 
ventaja fisiologica de un eritrocito biconcavo en comparacion con 
una celula esferica? 

8. Suponga que cultiva una poblacion de bacterias a 15°C y luego 
eleva la temperatura del cultivo a 37°C. <;Que efecto cree que 
podria tener esto en la composition de acidos grasos de la mem¬ 
brana?, <;y en la temperatura de transition de la bicapa lipidica?, <;y 
en la actividad de las desaturasas de la membrana? 

9. A1 observar la figura 4-6, <;que lipidos esperaria que tuvieran la 
mayor velocidad de “voltereta”?, «;y la menor?, ,:por que? Si de 
manera experimental encontrara que la fosfatidilcolina en realidad 
tiene la mayor velocidad de giro, <:c6mo podria explicar este hallaz- 
go?, ,:c6mo esperaria que fuera la velocidad de giro de un fosfolipi- 
do en comparacion con la de una proteina integral?, <;por que? 

10. <:Cual es la diferencia entre una representation bidimensional 
y una tridimensional de una proteina de membrana?, ,:c6mo se 
obtienen los diferentes tipos de perfiles y cual es mas util?, <ipor 
que cree que hay tantas protemas con estructura bidimensional 
conocida? 

11. Si fuera a inyectar un axon de calamar gigante con un volumen 
diminuto de solution que contuviera 0.1 M de NaCl y 0.1 M 
de KC1 en que tanto los iones Na + como K + tuvieran marca 
radiactiva, <;cual de los iones radiactivos esperaria que apareciera 
con mayor rapidez dentro del medio de agua salada mientras la 
neurona permaneciera en reposo?, <;y despues que se estimulara 
la neurona para conducir varios potenciales de accion? 

12. Ha sido dificil aislar protemas que contienen canales para agua 
(acuaporinas) debido a la gran velocidad de difusion del agua a 
traves de la membrana lipidica. ,:Por que dificultaria esto el ais- 
lamiento de la acuaporina?, <;hay alguna forma en que pudiera 
distinguir la difusion del agua por la bicapa lipidica contra la que 
ocurre por las acuaporinas? La mejor forma de estudiar el compor- 
tamiento de la acuaporina ha sido expresar los genes de acuaporina 
en ovocitos de rana. .{Hay alguna razon por la que los ovocitos de 
un anfibio que vive en estanques pudieran ser tan adecuados para 
estos estudios? 

13. ,;C6mo es que los coeficientes de difusion medidos para los lipidos 
dentro de las membranas tienden a estar mas cerca de lo esperado 
para la difusion libre que los medidos para las protemas integrales 
en las mismas membranas? 

14. Asuma que la membrana plasmatica de una celula de pronto se 
vuelve permeable en la misma medida tanto al sodio como al pota- 
sio y que ambos iones estaban presentes con un gradiente de con¬ 
centration de la misma magnitud. ^Esperaria que estos dos iones 
cruzaran la membrana con la misma velocidad?, <;por que? 

15. La mayoria de los invertebrados marinos no pierde ni gana agua 
por osmosis, mientras que la mayor parte de los vertebrados mari¬ 
nos tiene una perdida continua de agua en su ambiente rico en sal. 
Con base en esta diferencia conjeture como podrian reflejarse las 
diferentes vias de evolution en los dos grupos. 

16. ,jC6mo esperaria que las concentraciones de soluto dentro de una 
celula vegetal se compararan con las de los liquidos extracelulares?, 
,:esperaria que ocurriera lo mismo con las celulas de un animal? 

17. <:Cual seria la consecuencia de la conduction de un impulso si 
los canales del Na + pudieran reabrirse de inmediato despues de 
cerrarse durante un potencial de accion? 


18. ,:Cual seria el valor del potencial de equilibrio del potasio si la 
concentracion externa de K + fuera de 200 mM y la interna de 10 
mM a 25°C?, ^y a 37°C? 

19. Como se explica en la pagina 163, el cotransportador de Na + / 
glucosa transporta dos iones Na + por cada molecula de glucosa. 
<:Que sucederia si la proportion fuera 1:1 en lugar de 2:1?, <:c6mo 
afectaria la concentracion de glucosa contra la cual podria trabajar 
el transportador? 

20. Una proteina transmembranosa casi siempre tiene las siguientes 
caracteristicas: a) la porcion que transita la bicapa de la mem¬ 
brana tiene por lo menos 20 aminoacidos de longitud, casi todos 
o todos residuos no polares; b) la porcion que fija la proteina a 
la cara externa tiene dos o mas residuos acidos consecutivos, y c) la 
porcion que fija la proteina a la cara citoplasmica tiene dos o mas 
residuos basicos consecutivos. Considere la proteina transmem¬ 
branosa con la siguiente secuencia: 

nh 2 -mlstgvkrkgavllillfpwmvaggplfwlaa 

DESTYKGS-COOH 

Dibuje esta proteina como se encontrarfa en la membrana plasma¬ 
tica. Asegurese de marcar las terminaciones N- y C-, asf como las 
caras externa y citoplasmica de la membrana. (El codigo de una 
sola letra para aminoacidos se presenta en la fig. 2-26.) 

21. Muchos invertebrados marinos, como el calamar, tienen liquidos 
extracelulares que se parecen al agua marina, por lo que tienen 
concentraciones de iones intracelulares mucho mas altas que los 
mamiferos. Para una neurona de calamar, las concentraciones ioni- 


cas son: 

Concentracion 

Concentracion 

Ion 

intracelular 

extracelular 

K + 

410 mM 

IS mM 

Na + 

40 mM 

440 mM 

Cl- 

100 mM 

560 mM 

Ca 2+ 

2 x 10- 4 mM 

10 mM 

pH 

7.6 

8.0 


Si el potencial de reposo de la membrana plasmatica, V , es —70 
mV, <:hay un ion en equilibrio?, ,;que tan lejos del equilibrio, en 
mV, esta cada ion?, <;cual es la direction del movimiento neto de 
cada ion a traves de un canal abierto permeable a ese ion? 

22. El potencial de membrana de una celula depende de la permeabi- 
lidad relativa de la membrana a los diversos iones. Cuando la 
acetilcolina se une con sus receptores en la membrana muscular 
postsinaptica, causa la abertura masiva de los canales que tienen la 
misma permeabilidad al sodio y potasio. En estas condiciones: 

= (^ K + + 

Si [KLJ = 140 mM y [Na + in ] = 10 mM para la celula muscular 
y [Na + ext ] = 150 mM y [K + ext ] = 5 mM, <;cual es el potencial de 
membrana de la union neuromuscular de un musculo estimulado 
por acetilcoHna? 

23. Los dominios transmembranosos consisten en helices alfa indivi¬ 
duals o una hoja beta dispuesta en forma de barril. Al mirar las 
figuras 2-30 y 2-31, <;por que una sola helice alfa es mas adecuada 
para cruzar la bicapa que una sola cadena beta? 

24. El conocimiento de que el canal del K + selecciona los iones de 
K + sugiere un mecanismo por el cual el canal del Na + es capaz 
de seleccionar este ion. 

25. ,;C6mo compararia la velocidad de movimiento de iones que pasan 
a traves de un canal con la velocidad de los transportados en forma 
activa por una bomba tipo P?, .{por que? 
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en la formacion de ATP 

5.4 Translocation de protones 
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5.6 Peroxisomas 

perspectiva humana: La funcion 
de los metabolismos anaerobico 
y aerobico en el ejercicio 

Perspectiva humana: Enfermedades 
consecutivas a la funcion anormal 
de mitocondrias o peroxisomas 


D urante los primeros 2 000 millones de anos de vida en la Tierra, la atmosfera 
estaba formada sobre todo con moleculas reducidas, como hidrogeno molecular 
(H 2 ), amoniaco (NH 3 ) y H 2 0. En este periodo, el planeta estaba poblado 
por anaerobios; organismos que capturaban y utilizaban energia mediante metabolismo 
independiente del oxigeno (anaerobico), como la glucolisis y la fermentation (figs. 3-24 
y 3-29). Despues, hace unos 2 700 millones de anos, aparecieron las cianobacterias, un 
nuevo tipo de organismo que realizaba una nueva clase de proceso fotosintetico, uno en 
el que las moleculas de agua se dividian y se liberaba oxigeno molecular (0 2 ). 

Como se explico en la pagina 34, el oxigeno molecular puede ser una sustancia muy 
toxica, capta los electrones adicionales y reacciona con diversas moleculas biologicas. 
La presencia de oxigeno en la atmosfera debio ser un potente agente para la selection 
natural. Con el tiempo evolucionaron especies que no solo estaban protegidas de los 
efectos daninos del oxigeno molecular, sino que tenian vias metabolicas que aprovecha- 
ban en buena medida esta molecula. Sin la capacidad para usar el oxigeno, los organis¬ 
mos solo podian extraer una cantidad limitada de energia de sus alimentos y excretaban 
productos ricos en energia, como acido lactico y etanol, que no podian metabolizar mas. 
En cambio, los organismos que incorporaron 0 2 en su metabolismo podian oxidar por 
completo estos compuestos hasta C0 2 y H 2 0; en este proceso extraian un porcentaje 
mucho mayor de su contenido energetico. Estos organismos que se volvieron depen- 

Micrografia de un fibroblasto de mamtfero fijado y tenido con anticuerpos fluorescentes que revela la distri¬ 
bution de las mitocondrias (verde) y los microtubulos del citoesqueleto (rojo). Las mitocondrias se ven como 
una red extensa o reticulo que ocupa gran parte de la celula. (Tomada de Michael P. Yaffe, University 
of California, San Diego, Reimpresa con autorizacion de Science 283:1493, 1999; © 1999, 
American Association for the Advancement of Science.) 
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FIGURA 5-1 Mitocondrias. a) Fibroblasto vivo visto con un 
microscopio de fase de contraste. Las mitocondrias se ven como 
cuerpos oscuros alargados. b ) Micrografia electronica de transmision de un 
corte delgado a traves de una mitocondria que revela la estructura interna 
del organelo, en particular las crestas membranosas de la membrana interna. 


c) Localization de mitocondrias en la pieza central de un espermatozoide 
que rodea la portion proximal del flagelo. ( A , Cortesia de Norman K. 
Wessels; B , Cortesia de K. R. Porter/Photo Researchers; C , Don 
W. Fawcett/Visuals Unlimited.) 



dientes del oxigeno fueron los primeros aerobios de la Tierra y 
al final dieron origen a todos los seres procariotas y eucariotas 
dependientes de oxigeno que existen hoy en dia. En los eucario¬ 
tas, la utilizacion de oxigeno como medio de extraction de ener- 
gia ocurre en un organelo especializado, la mitocondria. Como 
se describe en el capitulo 1, muchisimos datos indican que la 
mitocondria evoluciono a partir de una bacteria aerobia ances¬ 
tral que fijo su residencia dentro del citoplasma de una celula 
hospedadora anaerobia. • 

5.1 ESTRUCTURA YFUNCION _ 

DE LA MITOCONDRIA 

A diferencia de la mayoria de los organelos citoplasmi- 
cos, las mitocondrias son lo bastante grandes para verse con el 
microscopio optico (fig. 5-1 a) y su presencia en las celulas se 
conoce desde hace mas de 100 anos. Segun sea el tipo celular, 
las mitocondrias tienen una estructura general muy distinta. En 
un extremo del espectro, las mitocondrias pueden verse como 
organelos individuales con forma de salchicha (fig. S-\b), cuyo 
tarnano varia entre 1 y 4 pm de largo. En el otro extremo del 
espectro, las mitocondrias se ven como una red tubular interco- 
nectada muy ramificada. Este tipo de estructura mitocondrial 
puede verse en la micrografia initial del capitulo. Las observa- 
ciones de mitocondrias con marca fluorescente dentro de celulas 
vivas las muestran como organelos dinamicos capaces de sufrir 
enormes cambios en su forma. Lo mas importante es que las 
mitocondrias pueden fusionarse entre si o dividirse en dos (fig. 
5-2). El entendimiento de la fision y la fusion mitocondriales ha 
mejorado en anos recientes con el desarrollo de los ensayos in 
vitro para su estudio y la identification de proteinas necesarias 
para ambos procesos. Es probable que el equilibrio entre fusion 


y fision sea un factor determinante del numero y la morfologia 
mitocondriales. 

Las mitocondrias ocupan 15 a 20% del volumen de una 
celula hepatica promedio de mamifero y contienen mas de mil 
proteinas diferentes. A menudo las mitocondrias se relacionan 
con gotitas de aceite que contienen acidos grasos a partir de 
las cuales obtienen materias primas para oxidar. En los esper- 



0.4 |im 


FIGURA 5-2 Fision mitocondrial. Tal y como las membranas surgen de 
membranas preexistentes y las celulas se originan de celulas previas, las 
mitocondrias provienen de mitocondrias preexistentes mediante un proceso 
llamado fision. Esta micrografia electronica muestra dos mitocondrias de 
una celula de insecto en el proceso de fision. (Tomada de W. J. Larsen, J 
Cell Biol 47:379, 1970, con los derechos reservados de Rockefe¬ 
ller University Press.) 
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FIGURA 5-3 La estructura de una mitocondria. a ) Micrografia 
electronica de una mitocondria macerada que muestra la matriz 
interna rodeada por pliegues de la membrana interna, b ) Reconstruccion 
tridimensional de una mitocondria con base en una serie de micrografias 
tomadas con un microscopio electronico de alto voltaje de un solo corte 
grueso de tejido adiposo pardo que se roto en varios angulos. Los instru¬ 
ments de alto voltaje aceleran los electrones hasta velocidades que les per- 
miten penetrar cortes de tejido mas gruesos (de hasta 1.5 pm). Esta tecnica 
sugiere que las crestas se encuentran como hojas aplanadas (laminas) que 
se comunican con el espacio intermembranoso mediante aberturas tubula- 
res estrechas, en lugar de canales “amplios” como suele mostrarse. En esta 
reconstruccion, la membrana mitocondrial interna se muestra en azul en 
las regiones perifericas y en amarillo cuando penetra en la matriz para for- 
mar las crestas. c ) Diagramas esquematicos que ilustran la estructura interna 
tridimensional (arriba) y un corte delgado (abajo) de una mitocondria de 
tejido cardiaco bovino. ( A , tomada de K. Tanaka y T. Naguro, Int Rev 
Cytol 68:111,1980; B , tomada de G. A. Perkins, et al., J Bioen Bio- 
memb 30:436,1998.) 


matozoides se observa una disposicion muy impresionante de 
las mitocondrias; muchas veces se localizan en la portion inter¬ 
media, justo detras del nucleo (fig. 5-lr). Los movimientos del 
espermatozoide estan impulsados por el ATP producido en 
estas mitocondrias. Las mitocondrias tambien son notables 
en muchas celulas vegetales, en las que son los principales pro- 
ductores de ATP en los tejidos no fotosinteticos, ademas de ser 
fuente de ATP en las celulas de las hojas fotosinteticas durante 
los periodos de oscuridad. 

Si se observa de cerca la micrografia electronica de la figu- 
ra 5-2, resulta evidente que el limite exterior de la mitocondria 
posee dos membranas, que se conocen como membranas mito- 
condriales externa e interna. La membrana mitocondrial externa 
rodea a la mitocondria completa y sirve como limite exterior. El 
interior del organelo contiene una serie de hojas membranosas 
de doble capa, llamadas crestas, que llegan hasta la membrana 
mitocondrial interna en el limite del organelo. La funcion de las 



de la cresta Crestas Membrana interna Particulas de sintetasa 
, , de ATP 


mitocondrias como transductores de energia tiene gran relation 
con las membranas de las crestas que son tan prominentes en 
las micrografias electronicas de estos organelos. Las crestas con- 
tienen una gran cantidad de superficie de membrana que aloja 
la maquinaria necesaria para la respiration aerobica y la forma¬ 
tion de ATP (vease fig. 5-21). La organization de las crestas se 
muestra en un perfil mas claro en la micrografia electronica de 
barrido de la figura 5-3<z y en la reconstruction tridimensional 
de la figura 5-3^. Hasta hace poco se pensaba que las crestas 
consistian en simples invaginaciones de la membrana interna. 
Ahora, la mayoria esta de acuerdo en que la membrana limitante 
interna y las membranas internas de las crestas poseen funciones 
distintas, aunque estan unidas entre si por conexiones estrechas, 
como se muestra en los esquemas de la figura 5-3r. Para facilitar 
la explication, se describen las crestas como una parte simple 
de la membrana mitocondrial interna en lo que resta del pre¬ 
sente capitulo. 
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Las membranas de la mitocondria dividen al organelo en 
dos compartimientos acuosos, uno en el interior de la mitocon¬ 
dria, llamado matriz, y el segundo entre las membranas interna 
y externa, llamado espacio intermembranoso. La matriz tiene 
una consistencia gelatinosa por la elevada concentration (hasta 
500 mg/ml) de proteinas hidrosolubles. Las proteinas del espa- 
cio intermembranoso son mejor conocidas por su participation 
en el initio del suicidio celular, un tema que se analiza en la 
section 15.8. 


Membranas mitocondriales 

Las membranas externa e interna tienen propiedades muy dife- 
rentes. Cerca de 50% del peso de la membrana externa lo cons- 
tituyen los lipidos y contiene una mezcla curiosa de enzimas 
que participan en actividades tan diversas como la oxidation de 
adrenalina, la degradation del triptofano y la elongation de los 
acidos grasos. En cambio, la membrana interna contiene mas de 
100 polipeptidos diferentes y muestra una proportion proteina/ 
lipido muy alta (mas de 3:1 por peso, lo cual corresponde a una 
molecula de proteina por cada 15 fosfolipidos). La membrana 
interna es rica en un fosfolipido inusual, la cardiolipina (difosfa- 
tidilglicerol, vease la figura 4-6 en cuanto a su estructura), lo que 
es una caracteristica de las membranas plasmaticas bacterianas, 
de las que se presupone que evoluciono la membrana mitocon- 
drial interna. Se cree que la membrana mitocondrial externa es 
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FIGURA 5-4 Porinas. Las bacterias gramnegativas poseen una membrana 
externa que contiene lipidos fuera de la membrana plasmatica como parte 
de su pared celular. Esta membrana externa tiene proteinas, llamadas pori¬ 
nas, que consisten en un barril de una hoja beta y forman una abertura a 
traves de la cual pueden penetrar moleculas de tamano moderado. Tambien 
se encuentran diversas porinas con canales de diferentes tamanos y selectivi- 
dades en la membrana mitocondrial externa en las celulas eucariotas. 


homologa de una membrana externa presente como parte de la 
pared celular de ciertas celulas bacterianas (fig. 5-4). La mem¬ 
brana mitocondrial externa y la membrana bacteriana externa 
contienen porinas, estas son proteinas integrales que poseen un 
canal interno relativamente grande (2 a 3 nm) rodeado por 
un barril de cadenas beta. Las porinas de la membrana mito¬ 
condrial externa no son estructuras estaticas, como alguna vez 
se penso, sino que pueden realizar un cierre reversible como res- 
puesta a las condiciones dentro de la celula. Cuando los canales 
de porina estan abiertos, la membrana externa es permeable a 
moleculas como el ATP, NAD y coenzima A, que tienen papeles 
clave en el metabolismo energetico dentro de la mitocondria. En 
contraste, la membrana mitocondrial interna es impermeable; 
todas las moleculas e iones requieren transportadores de mem¬ 
brana especiales para ingresar a la matriz. 

Entre las multiples proteinas de la membrana mitocondrial 
interna, hay varias participantes en la captation y liberation 
de iones calcio. Los iones calcio son iniciadores importantes de 
las actividades celulares (section 15.5), estudios recientes con- 
firmaron la funcion de las mitocondrias (junto con el reticulo 
endoplasmico) en la regulation de la concentration de Ca 2+ en 
el citosol. 

Como se describe en las secciones siguientes, la composi¬ 
tion y organization de la membrana mitocondrial interna son 
las claves para las actividades bioenergeticas de este organelo. La 
configuration de la membrana interna y la aparente fluidez de 
su bicapa facilitan las interacciones necesarias para la sintesis 
deATP. 


La matriz mitocondrial 

Ademas de tener varias enzimas, la matriz mitocondrial contie¬ 
ne ribosomas (de tamano mucho menor a los que se encuentran 
en el citosol) y varias moleculas de DNA, el cual es circular en 
plantas superiores y animales (fig. 5-3r). Por lo tanto, las mito¬ 
condrias tienen su propio material genetico y los mecanismos 
para producir su propio RNA y proteinas. Este DNA no cromo- 
somico es importante porque codifica un pequeno numero de 
polipeptidos mitocondriales (13 en los seres humanos) que se 
integran a la membrana mitocondrial interna con los polipepti¬ 
dos codificados por genes que se encuentran en el nucleo. El 
DNA mitocondrial humano tambien codifica dos RNA riboso- 
micos y 22 RNA de transferencia (tRNA) que se utilizan en la 
sintesis de proteinas dentro del organelo. El DNA mitocondrial 
es una reliquia de la historia antigua. Es el legado de una sola 
bacteria anaerobica que se instalo en el citoplasma de una celula 
primitiva que al final se convirtio en un ancestro de todas las 
celulas eucariotas (pag. 25). La mayoria de los genes de este sim- 
bionte ancestral se perdio o se transfirio al nucleo en el transcur- 
so de la evolution de la celula hospedadora y solo dejo un 
punado de genes para codificar algunas de las proteinas mas 
hidrofobas de la membrana mitocondrial interna. Por varias razo- 
nes, el mtDNA es apropiado para su uso en el estudio de las 
migraciones y la evolution del ser humano. Por ejemplo, 
varias companias emplean secuencias de mtDNA para rastrear 
el linaje de clientes que buscan sus raices etnicas o geograficas. 

Mas adelante en el capitulo se regresara a la description 
sobre la configuration molecular de las membranas mitocon¬ 
driales, pero primero hay que considerar la funcion de estos 
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FIGURA 5-5 Una re- 

vision del metabo- 
lismo de los carbohidratos 
en las celulas eucariotas. 

Las reacciones de la glucolisis 
generan piruvato y NADH 
en el citosol. En ausencia de 
oxfgeno, el piruvato se reduce 
por accion del NADH hasta 
lactato (u otro producto de la 
fermentation, como etanol en 
las levaduras; vease la figura 
3-29 para obtener los deta- 
lles). El NAD + formado en 
esta reaccion se reutiliza en 
la continuation de la glucoli¬ 
sis. En presencia de oxfgeno, 
el piruvato se mueve hacia la 
matriz (algo que facilita un 
transportador de membra- 
na), donde se descarboxila 
y se une con la coenzima 
A (CoA), una reaccion que 
genera NADH. El NADH 
producido durante la glucoli¬ 
sis dona sus electrones de alta 
energfa a un compuesto que 
cruza la membrana mitocondrial interna. La acetil-CoA pasa por el ciclo 
del ATC (como se muestra en la figura 5-7), con lo cual se generan NADH 
y FADH 2 . Los electrones de estas moleculas de NADH y FADH 2 pasan 
por la cadena de transporte de electrones, que esta formada por portadores 
incrustados en la membrana mitocondrial interna, hasta llegar al oxfgeno 


molecular (0 2 ). La energfa liberada durante el transporte de electrones se 
usa en la formation de ATP mediante un proceso descrito con detalles mas 
adelante en este capftulo. Si toda la energfa del transporte de electrones se 
usara en la formacion de ATP, podrfan generarse cerca de 36 moleculas de 
ATP a partir de una sola molecula de glucosa. 


organelos en las vias oxidativas basicas de las celulas eucariotas, 
que se resumen en la figura 5-5. Seria util examinar esta figura 
de revision y leer el pie que la acompana antes de pasar a las 
descripciones detalladas de estas vias. 


REVISION 


1. Describa los cambios del metabolismo oxidativo que 
debieron observarse en la evolution y exito de las cia- 
nobacterias. 

2. Compare las propiedades e historia evolutiva de las 
membranas mitocondriales interna y externa, el espacio 
intermembranoso y la matriz. 


5.2 METABOLISMO OXIDATIVO _ 

EN LA MITQCQNDRIA 

En el capitulo 3 se describen las etapas iniciales de la 
oxidation de los carbohidratos. A partir de la glucosa, los pri- 
meros pasos en el proceso oxidativo los llevan a cabo las enzimas 
de la glucolisis que se encuentran en el citosol (fig. 5-5). Las 
10 reacciones que constituyen la via glucolitica se ilustraron en 
la figura 3-23; los pasos principales de la via se resumen en la 


figura 5-6. Durante la glucolisis, solo una pequena fraction de 
la energia fibre utilizable en la glucosa queda disponible para la 
celula, la suficiente para la sintesis neta de solo dos moleculas de 
ATP por cada molecula de glucosa oxidada (fig. 5-6). La mayor 
parte de la energia permanece almacenada en el piruvato. Cada 
molecula de NADH producida durante la oxidation de gliceral- 
dehido 3-fosfato (reaction 6, fig. 5-6) tambien lleva un par de 
electrones de alta energia. 1 Los dos productos de la glucolisis, 
(piruvato y NADH), pueden procesarse de dos formas distintas, 
segun sea el tipo de celula en el que se formen y la presencia o 
ausencia de oxigeno. 

En presencia de oxigeno, los organismos aerobios son 
capaces de extraer grandes cantidades de energia adicional del 
piruvato y el NADH producidos durante la glucolisis, suficiente 
para sintetizar mas de 30 moleculas adicionales de ATP. Esta 
energia se extrae en las mitocondrias (fig. 5-5). Se comenzara 
con el piruvato para considerar luego el destino del NADH en 
una parte posterior de la explication. Cada molecula de piruvato 
producida en la glucolisis se transporta a traves de la membrana 
mitocondrial interna y hacia la matriz, donde se descarboxila 
para formar un grupo acetilo de dos carbonos (—CH 3 COO“). 
El grupo acetilo se transfiere a la coenzima A (un compuesto 


1 Los expertos en bioqufmica no siempre admiten bien los terminos “electrones de 
alta energfa” y “electrones de baja energfa”, pero transmiten una imagen util. Como 
se explica en la pagina 189, los electrones de alta energfa son aquellos que se man- 
tienen con menor afinidad y se transfieren con mas facilidad de un donador a un 
receptor que los electrones de baja energfa. 
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FIGURA 5-6 Revision de la glucolisis que muestra algunos de los pasos claves. Estos 
incluyen dos reacciones en las que se transfieren grupos fosfato de ATP al azucar de seis 
carbonos para producir fructosa 1,6-difosfato (pasos 1,3); la oxidacion y fosforilacion del gliceral¬ 
dehido 3-fosfato generan 1,3-difosfoglicerato y NADH (paso 6); y la transferencia de grupos fos¬ 
fato de los sustratos fosforilados de tres carbonos al ADP produce ATP mediante fosforilacion del 
sustrato (pasos 7 y 10). Hay que recordar que se forman dos moleculas de gliceraldehido 3-fosfato 
por cada molecula de glucosa, por lo que las reacciones de la sexta a la decima que se muestran aqui 
ocurren dos veces por cada molecula de glucosa oxidada. 


Se fosforila glucosa a expensas de un ATP, que se reordena estructuralmente 
para formar fosfato de glucosa, y luego vuelve a fosforilarse a expensas de un 
segundo ATP. Los dos grupos fosfato estan situados a ambos extremos 
(Cl, C6) de la cadena de fructosa. 


El difosfato de seis carbonos se rompe en dos monofosfatos de tres carbonos. 
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El aldehido de tres carbonos se oxida para formar un acido cuando los 
elementos extraidos del sustrato se emplean para reducir la coenzima 
NAD+ a NADH. Ademas, el acido Cl se fosforila a un fosfato de acido, con 
elevado potencial de transferencia de grupo fosfato (que se denota por el 
sombreado en amarillo). 


El grupo fosfato de Cl se transfiere a ADP, formando ATP por fosforilacion 
al nivel del sustrato. Se forman dos ATP por cada glucosa que se oxida. 


Estas reacciones dan por resultado el reordenamiento y la deshidratacion 
del sustrato para formar un fosfato de enol en la posicion C 2 , que tiene 
elevado potencial de transferencia de grupo fosfato. 


El grupo fosfato se transfiere a ADP, con lo que forma ATP por fosforilacion 
al nivel del sustrato y genera una cetona en la posicion C 2 . Se forman dos 
ATP por cada glucosa que se oxida. 

REACCION NETA: 

Glucosa + 2 NAD + + 2 ADP + 2 P,-► 2 Piruvato + 2 ATP + 2 NADH + 2 H + + 2 H 2 0 
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FIGURA 5-7 El ciclo del acido tricarboxili- 
co (ATC) tambien se llama ciclo de Krebs 
en honor del cicntffico que lo formulo o bien ciclo 
del acido citrico por el primer compuesto que se 
forma en el. El ciclo comienza con la condensation 
de oxaloacetato (OAA) y acetil-CoA (reaccion 12). 
Los carbonos de estos dos compuestos estan mar- 
cados con numeros o letras. Los dos carbonos que 
se pierden durante el paso por el ciclo provienen del 
oxaloacetato. Tambien se incluyen las energias libres 
estandar (en kcal/mol) y los nombres de las enzimas. 
Se retiran cinco pares de electrones de las moleculas 
de sustrato por action de la deshidrogenasa de piru¬ 
vato y las enzimas del ciclo del ATC. Estos electro¬ 
nes de alta energra se transfieren al NAD + o FAD y 
luego recorren la cadena de transporte de electrones 
para usarlos en la production de ATP. Las reacciones 
que se muestran aqui comienzan con el numero 11 
porque la via continua a partir de la ultima reaccion 
de la glucolisis (numero 10 de la figura 5-6). 
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organico complejo derivado de la vitamina acido pantotenico) 
para producir acetil-CoA. 

Piruvato + HS—CoA + NAD + —> 

acetil-CoA + CO-, + NADH + H + 

La descarboxilacion del piruvato y la transferencia del grupo 
acetilo a CoA (figuras 5-5 y 5-7) es una reaccion que cataliza el 


complejo multienzimatico gigante deshidrogenasa de piruvato, 
cuya estructura se mostro en la figura 2-39. 

El ciclo del acido tricarboxilico (ATC) 

Una vez formada, la acetil-CoA ingresa a una via ciclica, el ciclo 
del acido tricarboxilico (ATC), en el que se oxida el sustrato 
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y conserva su energia. Excepto por la deshidrogenasa de suc- 
cinato, que se une con la membrana interna, todas las enzimas 
del ciclo del ATC residen en la fase soluble de la matriz (fig. 
5-5). El ciclo del ATC tambien se conoce como ciclo de Krebs 
en honor del bioquimico britanico Hans Krebs, quien dilucido 
la via en el decenio de 1930. Cuando Krebs obtuvo suficiente 
evidencia para apoyar la idea de un ciclo metabolico, presento 
los resultados a la publication britanica Nature. El documento 
le fue devuelto varios dias despues acompanado de una carta de 
rechazo. El editor habia concluido que no era lo bastante impor- 
tante para publicarlo en la revista. Krebs rapidamente publico el 
articulo en otra revista. 

El primer paso del ciclo del ATC es la condensation del 
grupo acetilo de dos carbonos con un oxaloacetato de cuatro 
carbonos para formar una molecula de citrato de seis carbonos 
(fig. 5-7, paso 12). Durante el ciclo se reduce la longitud de la 
molecula de citrato, un carbono a la vez, lo que regenera la mole¬ 
cula de oxaloacetato de cuatro carbonos que puede condensarse 
con otra de acetil-CoA. Los dos carbonos que se desprenden 
durante el ciclo del ATC (que no son los mismos que ingre- 
saron con el grupo acetilo) son los que se oxidan por completo 
hasta dioxido de carbono. Durante el ciclo del ATC ocurren 
cuatro reacciones en las que un par de electrones se transfieren 


de un sustrato a una coenzima receptora de electrones. Tres de 
las reacciones reducen el NAD + a NADH y una reaction redu¬ 
ce FAD a FADH 2 (fig. 5-7). La ecuacion neta de las reacciones 
del ciclo del ATC puede escribirse asi: 

Acetil-CoA + 2 H 2 0 + FAD + 3 NAD + + GDP + 13 -4 

2 C0 2 + FADH 2 + 3 NADH + 3 H + + GTP + HS—CoA 

El ciclo del ATC es una via metabolica critica. Si se con- 
sidera la position de este ciclo en el metabolismo general de 
la celula (fig. 5-8; vease tambien fig. 3-22), se advierte que los 
metabolitos de este ciclo son los mismos compuestos generados 
en la mayoria de las vias catabolicas de la celula. Por ejemplo, la 
acetil-CoA es un producto final importante de varias vias cata¬ 
bolicas, incluida la degradation de acidos grasos, los cuales se 
degradan dentro de la matriz de la mitocondria hasta unidades 
de dos carbonos (fig. 5-8 a). Estos compuestos de dos carbonos 
entran al ciclo del ATC como acetil-CoA. El catabolismo de 
los aminoacidos, los bloques para construir proteinas, tambien 
genera metabolitos del ciclo del ATC (fig. 5-8£), que entran a la 
matriz mediante sistemas de transporte especiales en la mem¬ 
brana mitocondrial interna. Parece que todas las macromolecu- 
las que proporcionan energia a la celula (polisacaridos, grasas y 
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FIGURA 5-8 Las vias catabolicas generan compuestos que ingresan al ciclo 
del ATC. a ) Oxidacion de acidos grasos. El primer paso en la oxidacion del 
acido graso es su activation mediante la union con el grupo tiol (—SH) de 
la coenzima A, lo cual ocurre despues que el grupo acilo graso se transporta 
a traves de la membrana mitocondrial interna unido con una protefna por- 
tadora (no se muestra). En la mitocondria, la molecula grasa de acil-CoA se 
somete a la degradation por pasos en que la acetil-CoA (mostrada en azul) 
se retira de la cadena de acido graso con cada vuelta del ciclo. Ademas de la 
molecula de acetil-CoA que alimenta el ciclo del ATC, cada ronda del acido 
graso en el ciclo produce un NADH y un FADH 2 . Al examinar esta serie 
de reacciones, resulta aparente por que las grasas son una reserva tan rica de 
energia quimica. b ) Ingreso de aminoacidos al ciclo del ATC. 
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protemas) se degradan hasta metabolitos del ciclo del ATC. Por 
lo tanto, la mitocondria se convierte en el centra de los pasos 
finales para la conservation de energia, sin importar cual sea la 
naturaleza del material initial. 


La importancia de las coenzimas reducidas 
en la formacion de ATP 

A partir de la ecuacion neta del ciclo del ATC resulta evidente 
que los productos primarios de la via son las coenzimas redu¬ 
cidas FADH 2 y NADH, que contienen los electrones de alta 
energia retirados de varios sustratos durante su oxidation. El 
NADH tambien es uno de los productos de la glucolisis (junto 
con el piruvato). Las mitocondrias no son capaces de importar 
el NADH formado en el citosol durante la glucolisis. En lugar 
de eso, los electrones de NADH se usan para reducir un meta¬ 
bolite de bajo peso molecular que puede: a) entrar a la mitocon¬ 
dria (mediante una via llamada lanzadera de malato-aspartato) 
y reducir el NAD + a NADH o b) transferir sus electrones a 
FAD (por una via llamada lanzadera de fosfato de glicerol que 
se muestra en la figura 5-9) para producir FADH 2 . Ambos 
mecanismos permiten que los electrones del NADH citosolico 
ingresen a la cadena mitocondrial de transporte de electrones y 
se utilicen en la formation de trifosfato de adenosina. 

Ahora que se explico la formation de NADH y FADH 2 
por glucolisis y en el ciclo del ATC, puede regresarse a los pasos 
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FIGURA 5-9 La lanzadera de fosfato de glicerol. En la lanzadera de fosfato 
de glicerol, los electrones se transfieren de NADH al fosfato de dihidroxi- 
acetona (DHAP) para formar glicerol 3-fosfato, que los lanza al interior de 
la mitocondria. Despues, estos electrones reducen el FAD en la membrana 
mitocondrial interna, con lo que se forma FADH 2 , que puede transferir los 
electrones a un portador de la cadena de transporte de electrones. 


que utilizan estas coenzimas reducidas para producir ATP. El 
proceso general puede dividirse en dos pasos, que se resumen a 
continuation: 

Paso 1 (fig. 5-10). Los electrones de alta energiapasan de LADH 1 
0 NADH al primero de una serie de transportadores de elec¬ 
trones que constituyen la cadena transportadora de electrones, 
localizada en la membrana mitocondrial interna. Los electrones 
pasan a lo largo de la cadena respiratoria en reacciones que libe- 
ran energia. Estas reacciones se vinculan con otras que requieren 
energia para cambiar la conformation de los portadores de elec¬ 
trones que mueven a los protones a traves de la membrana mito¬ 
condrial interna. Como resultado, la energia liberada durante el 
transporte de electrones se almacena en forma de un gradiente 
electroquimico de protones a traves de la membrana. Al final, 
los electrones de baja energia se transfieren al receptor final de 
electrones, es decir, el oxigeno molecular (0 2 ), que se reduce 
hasta formar agua. 

Paso 2 (fig. 5-10). El movimiento controlado de protones de 
regreso a traves de la membrana mediante una enzima que sinte- 
tiza ATP proporciona la energia necesaria para fosforilar ADP 
en ATP. Peter Mitchell, de la University of Edinburgh , postu- 
16 en 1961 la importancia de los movimientos de protones para 
la formation de ATP. Los experimentos que condujeron a la 
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FIGURA 5-10 Resumen del proceso de la fosforilacion oxidativa. En el pri- 
mer paso del proceso, los sustratos como el isocitrato y el succinato, se oxi- 
dan (fig. 5-7) y los electrones se transfieren a las coenzimas NAD + o FAD 
para formar NADH o FADH 2 . Despues, estos electrones de alta energia 
se transfieren mediante una serie de portadores de electrones de la cade¬ 
na transportadora de electrones. La energia liberada se usa para trasladar 
los protones de la matriz hacia el espacio intermembranoso, con lo que se 
establece un gradiente electroquimico de protones a traves de la membra¬ 
na mitocondrial interna. En el paso 2, los protones se mueven a favor del 
gradiente electroquimico a traves de un complejo sintetizador de ATP. La 
energia almacenada en el gradiente se usa para sintetizar ATP. Estos dos 
pasos esenciales de la fosforilacion oxidativa forman la base del mecanismo 
quimioosmotico propuesto por Peter Mitchell en 1961. 
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aceptacion del mecanismo quimioosmotico, como lo denomi- 
no Mitchell, se describen en la section Vias experimentales, que 
pueden encontrarse en www.wiley.com/college/karp en Internet. 
El analisis de los dos pasos recien resumidos ocupa gran parte 
del resto de este capitulo. 

Cada par de electrones transferido de NADH al oxigeno 
mediante la cadena transportadora de electrones libera ener- 
gia suficiente para impulsar la formation de casi tres moleculas 
de ATP. Cada par donado por FADH 2 libera suficiente ener- 
gia para la formation de dos moleculas de ATP. Si se suman 
todas las moleculas de ATP formadas a partir de una molecula 
de glucosa que se cataboliza por completo mediante glucolisis 
y el ciclo del ATC, la ganancia neta es de unas 36 moleculas 
de ATP (incluido el GTP formado por cada ronda del ciclo 
del ATC; paso 16, fig. 5-7). El numero real de moleculas de 
ATP formadas por cada molecula de glucosa oxidada depende 


de las actividades particulares que realice la celula. En la sec¬ 
tion Perspectiva humana se discute la importancia relativa de la 
glucolisis respecto del ciclo del ATC, esto es, del metabolismo 
anaerobico en comparacion con el aerobico, en la funcion del 
musculo esqueletico humano. 


REVISION 



1. jComo se relacionan los dos productos de la glucolisis 
con las reacciones del ciclo del ATC? 


2. ^Por que se considera el ciclo del ATC la via central del 
metabolismo energetico celular? 

3. Describa el mecanismo por el cual el NADH produci- 
do en el citosol durante la glucolisis es capaz de alimen- 
tar con electrones al ciclo del acido tricarboxilico. 


PERSPECTIVA HUMANA 



La funcion de los metabolismos anaerobico y aerobico en el ejercicio 


La contraction muscular requiere grandes cantidades de energia. La 
mayor parte de la energia se utiliza para que los filamentos de actina y 
miosina se deslicen unos sobre otros, como se describe en el capitulo 
9. La energia que impulsa la contraction muscular proviene del ATP. 
La velocidad de la hidrolisis del ATP aumenta mas de 100 veces en un 
musculo esqueletico que se somete a la contraction maxima en com¬ 
paracion con ese mismo musculo en reposo. Se estima que el musculo 
esqueletico humano promedio tiene suficiente ATP disponible para 
impulsar una explosion de contraction vigorosa durante dos a cinco 
segundos. Incluso conforme se hidroliza el ATP, es importante que 
se produzca ATP adicional; de lo contrario, la proportion ATP/ADP 
caeria y por tanto la energia libre disponible para impulsar la contrac¬ 
tion. Las celulas musculares contienen una reserva de fosfato de creati- 
na (CrP), uno de los compuestos con mayor potential de transferencia 
de fosfato que el ATP (vease fig. 3-28), por lo que puede usarse para 
generar ATP en la reaction siguiente: 

CrP + ADP -> Cr + ATP 

Por lo general, los musculos esqueleticos tienen suficiente fosfato de 
creatina almacenado para mantener niveles altos de ATP durante unos 
15 segundos. Como las celulas musculares tienen un suministro limi- 
tado de ATP y fosfato de creatina, se infiere que la actividad muscular 
intensa o sostenida requiere la formation de mayores cantidades de 
ATP, que deben obtenerse por metabolismo oxidativo. 

Los musculos esqueleticos humanos estan formados de dos tipos 
generales de fibras (fig. 1): las fibras de sacudida rapida, que pueden 
contraerse con gran rapidez (p. ej., 15 a 40 mseg), y las fibras de sacu¬ 
dida lenta que se contraen con mas lentitud (40 a 100 mseg). Usando 
un microscopio electronico, las fibras rapidas se ven casi carentes de 
mitocondrias, lo cual indica que estas celulas son incapaces de producir 
mucho ATP mediante la respiration aerobica. Por otro lado, las fibras 
lentas contienen grandes cantidades de mitocondrias. Estos dos tipos 
de fibras de musculo esqueletico son adecuadas para distintos tipos de 


actividades. Por ejemplo, el levantamiento de pesas o las carreras cortas 
y rapidas dependen sobre todo de las fibras rapidas, capaces de generar 
mas fuerza que las lentas. Las fibras rapidas producen casi todo su ATP 
en forma anaerobica mediante la glucolisis. Aunque la glucolisis solo 
produce cerca de 5% de ATP por cada molecula de glucosa oxidada en 
comparacion con la respiration aerobica, las reacciones de la glucolisis 
son mucho mas rapidas que las del ciclo del ATC y el transporte de 
electrones; por consiguiente, la velocidad de production anaerobica 
de ATP es mayor que la alcanzada por la respiration aerobica. Los 
problemas para producir ATP por glucolisis son el uso rapido de la 



FIGURA1 Los musculos esqueleticos contienen una combination de fibras 
de sacudida rapida (o tipo II) (tenidas de color oscuro) y fibras de sacudi¬ 
da lenta (o tipo I) (tenidas de color claro). (Cortesia de Duncan Mac- 
Dougall.) 
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glucosa disponible en la fibra (almacenada en forma de glucogeno) y la 
production de un producto final indeseable, el acido lactico. A conti¬ 
nuation se describe mejor este ultimo aspecto. 

Hay que recordar que para la continuation de la glucolisis es nece- 
saria la regeneration de NAD + , lo cual ocurre por fermentation (pag. 
113). Las celulas musculares regeneran el NAD + a traves de la reduc¬ 
tion del piruvato (producto final de la glucolisis) en acido lactico. La 
mayor parte del acido lactico se difunde fuera de las celulas musculares 
activas hacia la sangre y de ahi se traslada al higado y se convierte de 
nueva cuenta en glucosa. La glucosa producida por el higado se libera 
a la sangre, de donde puede regresar a los musculos activos para man- 
tener la intensidad de la glucolisis. Sin embargo, la formation de acido 
lactico se acompana de un descenso del pH dentro del tejido muscular 
(pH de 7.00 a 6.35), lo cual causa el dolor y los calambres que acompa- 
nan al ejercicio vigoroso. Es probable que el aumento de la acidez,junto 
con el agotamiento de las reservas de glucogeno, explique la sensation 
de fatiga muscular que acompana a los ejercicios anaerobicos. 1 

Si en lugar de intentar usar los musculos para levantar pesas o 
correr a maxima velocidad se realizara un ejercicio aerobico, como 
montar en bicicleta o caminar aprisa, se puede mantener la actividad 
por periodos mucho mas prolongados sin sentir dolor muscular o fati¬ 
ga. Como su nombre indica, el ejercicio aerobico esta disenado para 
permitir que los musculos mantengan la actividad aerobica, es decir, 
que prosigan la produccion de ATP mediante la transferencia de elec- 
trones y la fosforilacion oxidativa. Los ejercicios aerobicos dependen en 
buena medida de la contraction de las fibras musculares lentas. Aunque 
estas fibras generan una fuerza menor, pueden continuar su funcion por 


1 Puede consultarse un punto de vista alterno en Science 305:1112,2004. 


periodos prolongados por la continuidad de la produccion aerobica de 
ATP sin producir acido lactico. 

Al principio, el ejercicio aerobico lo promueven las moleculas de 
glucosa almacenadas como glucogeno en los musculos mismos, pero 
despues de unos cuantos minutos los musculos dependen cada vez mas 
de los acidos grasos fibres que se trasladan a la sangre desde el tejido 
adiposo. Cuanto mas prolongado sea el ejercicio, mayor es la depen¬ 
dence de los acidos grasos. Despues de 20 min de ejercicio aerobico 
vigoroso se estima que casi 50% de las calorias que se consumen en los 
musculos proviene de la grasa. El ejercicio aerobico, como el trote, la 
caminata rapida, la natation o el ciclismo, son de las mejores maneras 
de reducir el contenido corporal de grasa. 

La proportion entre fibras rapidas y lentas varia de un musculo 
particular a otro. Por ejemplo, los musculos posturales de la espalda 
que son necesarios para que una persona permanezca de pie tienen 
una mayor proportion de fibras lentas que los musculos de los bra- 
zos, empleados para lanzar o levantar un objeto. La proportion precisa 
entre fibras rapidas y lentas en un musculo particular depende de fac- 
tores geneticos y varia en grado notable de una persona a otra, lo que 
hace posible que un individuo sobresalga en cierto tipo de actividades 
fisicas. Por ejemplo, los mejores velocistas y levantadores de pesas del 
mundo poseen casi siempre una mayor proportion de fibras rapidas 
que los corredores de largas distancias. Ademas, el entrenamiento para 
deportes como el levantamiento de pesas produce un crecimiento des- 
proporcionado de las fibras rapidas. 

El tejido muscular del corazon tambien debe aumentar su nivel 
de actividad durante el ejercicio vigoroso, pero a diferencia del musculo 
esqueletico, el corazon solo puede producir ATP mediante el meta- 
bolismo aerobico. De hecho, casi 40% del espacio citoplasmico de la 
celula miocardica humana esta ocupado por mitocondrias. 


5.3 LA FUNCION DE LA MITOCONDRIA 
EN LA FORMACION DE ATP 

Con frecuencia las mitocondrias se describen como 
plantas energeticas en miniatura. Al igual que las plantas pro- 
ductoras de energia, las mitocondrias extraen la energia de 
materiales organicos y la almacenan por un tiempo en forma 
de energia electrica. En terminos mas especificos, la energia 
obtenida de los sustratos se utiliza para generar un gradiente 
ionico a traves de la membrana mitocondrial interna. Este repre- 
senta una forma de energia que puede derivarse para realizar 
trabajo. En el capitulo 4 se describio la forma en que las celulas 
intestinales emplean un gradiente ionico a traves de su mem¬ 
brana plasmatica para transportar azucares y aminoacidos fuera 
de la luz intestinal, de la misma forma que las celulas nerviosas 
usan un gradiente similar para conducir impulsos neurales. El 
uso de gradientes ionicos como forma de energia requiere varios 
componentes, incluido un sistema para generar el gradiente, una 
membrana capaz de mantenerlo y los mecanismos para derivar 
el gradiente de tal manera que pueda realizar trabajo. 

Las mitocondrias emplean un gradiente ionico a traves de 
su membrana interna para impulsar muchas actividades que 
requieren energia, en particular la sintesis de ATP. Cuando la 
formacion de ATP se impulsa con la energia liberada de los elec- 
trones retirados durante la oxidacion de un sustrato, el proceso 
se conoce como fosforilacion oxidativa y se resume en la figura 


5-10. La fosforilacion oxidativa puede contrastarse con la fosfo¬ 
rilacion al nivel del sustrato, como se explica en la pagina 112; en 
ese proceso se forma ATP de manera directa por la transferencia 
de un grupo fosfato de una molecula de sustrato a ADP. De 
acuerdo con una estimation, la fosforilacion oxidativa explica la 
produccion de mas de 2 x 10 26 moleculas (> 160 kg) de ATP en 
el cuerpo humano cada dia. El descubrimiento del mecanismo 
basico de la fosforilacion oxidativa ha sido uno de los principales 
logros en el campo de la biologia celular y molecular; aun con- 
tinua la investigation activa para llenar los vacios restantes. Para 
comprender el mecanismo de la fosforilacion oxidativa, primero 
es necesario considerar como es que la oxidacion de un sustrato 
puede liberar energia libre. 

Potenciales de oxidacion-reduccion 

Si se comparan varios agentes oxidantes, pueden ordenarse en 
una serie de acuerdo con su afinidad por los electrones: mientras 
mayor sea la afinidad, mas potente es el agente oxidante. Los 
agentes reductores tambien pueden clasificarse segun sea su afi¬ 
nidad por los electrones: mientras menor sea la afinidad (mayor 
facilidad para liberar los electrones), mas fuerte es el agen¬ 
te reductor. Para poner esto en terminos cuantificables, los 
agentes reductores se ordenan de acuerdo con el potential para 
transferir electrones; las sustancias que poseen un mayor poten¬ 
tial de transferencia de electrones, como el NADH, son agentes 
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reductores potentes, mientras que aquellos con un bajo potencial 
de transferencia de electrones, como el H 2 O, son agentes reduc¬ 
tores debiles. Los agentes oxidantes y reductores se encuentran 
en parejas, como NAD + y NADH, que difieren en su numero de 
electrones. Los agentes reductores potentes se unen con agentes 
oxidantes debiles y viceversa. Por ejemplo, NAD + (de la pareja 
NAD + -NADH) es un agente oxidante debil, mientras que el 0 2 
(de la pareja O 2 -H 2 O) es un agente oxidante fuerte. 

Como el movimiento de electrones genera una separation 
de carga, la afinidad de las sustancias por los electrones puede 
medirse con instrumentos que detectan el voltaje (fig. 5-11). Lo 
que se mide para una pareja determinada es un potencial de oxi¬ 
dation-reduction (o potencial redox) relativo al potencial para 
la misma pareja estandar. Se eligio en forma arbitraria como 
pareja estandar al hidrogeno (H + -H 2 ). Como sucede con los 
cambios de energia fibre, en los que se utilizo el cambio en ener- 
gia fibre, AG°, se emplea una asignacion similar para las pare- 
jas redox. El potencial redox de la pareja estandar, para una 
pareja determinada se designa como el voltaje producido por 
una media celula (solo con presencia de miembros de una pare¬ 
ja) donde cada miembro de la pareja este presente en una 
concentration estandar en condiciones normales (como en la fig. 
5-11). Las concentraciones estandar son 1.0 M para los solutos 
e iones y 1 atm para los gases (p. ej., H 2 ) a 25°C. El poten¬ 
cial redox estandar para la reaction de oxidation-reduction que 
incluye al hidrogeno (2H + + 2 electrones —> H 2 ) es 0.00 V. El 
cuadro 5-1 presenta los potenciales redox para algunas parejas 
de importancia biologica. El valor para la pareja de hidrogeno 
en el cuadro no es 0.00, sino -0.42 V. Este numero representa el 
valor cuando la concentration de H + es 10 -7 M (pH de 7.0) en 
lugar de 1.0 M (pH de 0.0), que tendria poca aplicacion fisio- 
logica. Cuando se calcula con un pH de 7, el potencial redox 
estandar se indica con el simbolo E' 0 en lugar de £ 0 . La asigna¬ 
cion del signo (positivo 0 negativo) a las parejas es arbitrario y 
varia entre las distintas disciplinas. Se considera la asignacion de 
la siguiente manera. A las parejas cuyos agentes reductores son 
mejores donantes de electrones se les asignan potenciales redox 
mas negativos. Por ejemplo, el potencial redox estandar para la 
pareja NAD + -NADH es -0.32 V (cuadro 5-1). El acetaldehido 
es un agente reductor mas fuerte que el NADH y la pareja ace- 
tato-acetaldehido tiene un potencial redox estandar de —0.58 V. 
Las parejas cuyos agentes oxidantes son mejores receptores de 
electrones que el NAD + , es decir, que poseen mayor afinidad 
por los electrones que el NAD + , tienen potenciales redox mas 
positivos. 

De la misma forma que cualquier otra reaction espontanea 
se acompana de perdida de energia, asi sucede con las reaccio- 
nes de oxidation-reduction. El cambio estandar de energia fibre 
durante una reaction del tipo siguiente 

A, , + B, n ^ A, ,, + B, . 

(ox) (red) (red) (ox) 

puede calcularse a partir de los potenciales redox estandar de las 
dos parejas incluidas en la reaction de acuerdo con la siguiente 
ecuacion: 

A G°' = - nFAE' Q 

donde n es el numero de electrones transferidos en la reaction, 
F es la constante de Faraday (23.063 kcal/V • mol) y A E' Q es 
la diferencia en voltios entre los potenciales redox estandar de 



Semicelula de referenda Semicelula muestra 

FIGURA 5-11 Medicion del potencial de oxidorreduccion (redox) estan- 
dar. La semicelula muestra contiene los miembros oxidado y reducido de la 
pareja, ambos en concentraciones de 1 M. La semicelula de referenda con¬ 
tiene una solucion 1 M de H + que esta en equilibrio con el gas hidrogeno 
a 1 atm de presion. Se forma un circuito electrico mediante la conexion de 
las semicelulas con un voltfmetro y un puente de sal. Si los electrones fluyen 
con preferencia de la semicelula muestra hacia la de referenda, el potencial 
redox estandar (E Q ) de la pareja muestra es negativo; si el flujo de electrones 
toma el sentido contrario, el potencial redox estandar de la pareja muestra es 
positivo. El puente de sal, consistente en solucion saturada de KC1, suminis- 
tra un trayecto para que los iones contrarios se muevan entre las semicelulas 
y mantengan la neutralidad electrica en los dos compartimientos. 


las dos parejas. Mientras mayor sea la diferencia en el potencial 
redox estandar entre las dos parejas, mas avanza la reaction en 
condiciones estandar hasta la formation de productos antes de 
alcanzar un estado de equilibrio. Ahora considerese la reaction 

Potenciales redox estandar 
de algunas semirreacciones 


Ecuacion de electrodo Eg(V) 

Succinato + C0 2 + 2 H + + 2c“ ^ 

a-cetoglutarato + H 2 0 -0.670 

Acetato + 2 H + + 2 e~ ^ acetaldehido -0.580 

2 H + + 2 e- ^ H 2 -0.421 

a-cetoglutarato + C0 2 + 2 H + + 2 e~ ^ isocitrato -0.380 
Cistina + 2 H + + 2 e~ ^ 2 cistefna -0.340 

NAD+ +2H + +2£-^ NADH + H + -0.320 

NADP+ + 2 H+ + 2 <r - NADPH + H + -0.324 

Acetaldehido + 2 H + + 2 ^ etanol -0.197 

Piruvato + 2 H + + 2 ^ lactato -0.185 

Oxaloacetato + 2 H + + 2 e~ ^ malato -0.166 

FAD + 2 H + + 2 e~ ^ FADH 2 (en flavoprotefnas) +0.031 
Fumarato + 2 H + +2 + ^ succinato +0.031 

Ubiquinona + 2 H + + 2 + + ubiquinol +0.045 

2 citocromo b, % + 2 e~ ^ 2 citocromo b, +0.070 

(ox) (red) 

2 citocromo c, , + 2 e~ ^ 2 citocromo c, ,, +0.254 

(ox) (red) 

2 citocromo , + 2 e~ ^ 2 citocromo a,, +0.385 

d(ox) J(red) 

1 0 2 + 2H+ + 2e~ ^ H 2 0 +0.816 


Cuadro 5-1 
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en la que el NADH, un agente reductor potente, se oxida con 
oxlgeno molecular, un agente oxidante fuerte. 

NADH + - 0, + H + -> H,0 + NAD+ 

2 2 2 

Los potenciales redox estandar de las dos parejas pueden 
escribirse como sigue: 

1 0, + 2 H + + 2e“HX> E'= +0.82 V 

2 2 2 0 

NAD+ + 2 H + + 2e~ -> NADH + H+ E' 0 = -0.32 V 

El cambio de voltaje para la reaccion total es igual a la diferencia 
entre los dos valores de E' 0 (A E' 0 )\ 

AE' 0 = +0.82 V- (-0.32 V) = 1.14 V 

que es una medida de la energia libre liberada cuando NADH 
se oxida por el oxlgeno molecular en condiciones estandar. Si se 
sustituye este valor en la ecuacion previa; 

AGT' = (-2X23.063 kcal/V • mol)(1.14V) 

= -52.6 kcal/mol de NADH oxidado 

la diferencia en la energla libre estandar {AG") es -52.6 kcal/ 
mol. Tal y como ocurre con otras reacciones, los valores reales 
de AG dependen de las concentraciones relativas de reactivos 
y productos (versiones oxidadas y reducidas de los compuestos) 
presentes en una celula en un instante determinado. A1 mar- 
gen de lo anterior, parece que el descenso de energla libre de 
un par de electrones a su paso de NADH al oxlgeno molecular 
(AG°' = -52.6 kcal/mol) debe ser suficiente para impulsar la 
formacion de varias moleculas de ATP (AG°' = +7.3 kcal/mol) 
aun en condiciones celulares, en las que las proporciones ATP/ 
ADP son mucho mas altas que las de condiciones estandar. La 
transferencia de esta energla de NADH a ATP dentro de la 
mitocondria ocurre en una serie de pequenos pasos liberadores 
de energla que son el tema principal de la discusion en el resto 
del capltulo. 

Los electrones se transfieren a NAD + (o FAD) dentro de 
la mitocondria a partir de varios sustratos del ciclo del ATC, que 
son isocitrato, cetoglutarato alfa, malato y succinato (reacciones 
14,15 a 16,19 y 17 de la figura 5.7, respectivamente). Los pri- 
meros tres de estos intermediarios tienen potenciales redox con 
valores negativos relativamente altos (cuadro 5-1); son lo bas- 
tante altos para transferir electrones a NAD + en las condiciones 
que prevalecen en la celula? En cambio, la oxidacion de succinato 
a fumarato, que tiene un potencial redox mas positivo, procede 
por la reduccion de FAD, una coenzima con mayor afinidad por 
los electrones que NAD + . 


2 Como se indica en el cuadro 5-1, el potencial redox estandar (E' Q ) del par oxaloace- 
tato-malato es mas positivo que el del par NAD + -NADH. Por lo tanto, la oxidacion 
de malato a oxalacetato tiene A G°' positiva (reaccion 19, fig. 5-7) y puede proceder 
hasta la formacion de oxaloacetato solo cuando la proportion entre productos y reac¬ 
tivos se mantiene por debajo de la que prevalece en condiciones estandar. La AG de 
esta reaccion se conserva negativa mediante el mantenimiento de concentraciones 
muy bajas de oxaloacetato, lo cual es posible porque la siguiente reaccion en el ciclo 
(reaccion 12, fig. 5-7) es altamente exergonica y es catalizada por una de las princi- 
pales enzimas que controlan la velocidad de reaccion en el ciclo del ATC. 


LA FUNCION DE LA MITOCONDRIA EN LA FORMACION DE ATP 

Transporte de electrones 

Cinco de las nueve reacciones ilustradas en la figura 5-7 estan 
catalizadas por deshidrogenasas, enzimas que transfieren pares 
de electrones de sustratos a coenzimas. Cuatro de estas reaccio- 
nes generan NADH, una produce FADH 2 . Las moleculas de 
NADH, que se forman en la matriz mitocondrial, se disocian 
de sus deshidrogenasas respectivas y se unen con la deshi- 
drogenasa de NADH, una proteina integral de la membrana 
mitocondrial interna (vease fig. 5-17). A diferencia de las otras 
enzimas del ciclo del ATC, la deshidrogenasa de succinato, 
la enzima que cataliza la formation de FADH 2 (fig. 5-7, reac¬ 
tion 17), es un componente de la membrana mitocondrial inter¬ 
na. En cualquier caso, los electrones de alta energia relacionados 
con NADH o FADH 2 se transfieren por una serie de portado- 
res especificos de electrones que constituyen la cadena de trans¬ 
porte de electrones (o cadena respiratoria) de la membrana 
mitocondrial interna. 

Tipos de portadores de electrones 

La cadena transportadora de electrones se compone de cinco 
tipos de portadores de electrones unidos con la membrana: fla- 
voprottinas, citocromos, atomos de cobre, ubiquinona y protei- 
nas con hierro y azufre. Excepto por la ubiquinona, todos los 
centres de redox dentro de la cadena respiratoria que aceptan 
y donan electrones son grupos prosteticos, es decir, componentes 
no aminoacidos que mantienen una relation estrecha con las 
proteinas. 

• Las flavoproteinas consisten en un polipeptido unido con 
fuerza a uno de dos grupos prosteticos relacionados, ya sea 
dinucleotido de flavina adenina (FAD) o mononucleotido 
de flavina (FMN) (fig. 5-12«). Los grupos prosteticos de las 
flavoproteinas derivan de la riboflavina (vitamina B 2 ) y cada 
uno es capaz de aceptar y donar dos protones y dos electro¬ 
nes. Las principales flavoproteinas de las mitocondrias son 
la deshidrogenasa de NADH de la cadena de transporte de 
electrones y la deshidrogenasa de succinato del ciclo del acido 
tricarboxilico. 

• Los citocromos son proteinas que contienen grupos proste¬ 
ticos hemo (como el descrito para la mioglobina en la pagi- 
na 58). El atomo de hierro de un grupo hemo presenta una 
transmision reversible entre los estados de oxidation Fe 3+ y 
Fe 2+ como resultado de la aceptacion y perdida de un solo 
electron (fig. 5-12 b). Hay tres tipos distintos de citocromo: a, 
b y c en la cadena transportadora de electrones que difieren 
entre si por las sustituciones dentro del grupo hemo (indica- 
do por las porciones sombreadas azules en la figura 5-12 b). 

• Tres atomos de cobre localizados dentro de un solo com- 
plejo proteico de la membrana mitocondrial interna (vease 
fig. 5-19), aceptan y donan un solo electron cuando alternan 
entre los estados de oxidation Cu 2+ y Cu 1+ . 

• La ubiquinona (UQ_o coenzima Q) es una molecula lipo- 
soluble que contiene una cadena hidrofoba larga compuesta 
de unidades isoprenoides de cinco carbonos (fig. 5-12r). Al 
igual que las flavoproteinas, cada ubiquinona puede aceptar 
y donar dos electrones y dos protones. La molecula en esta- 
do de reduction partial es el radical libre ubisemiquinona 
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FIGURA 5-12 Estructuras de las formas oxidada y reducida de tres tipos de 
portadores de electrones. a) FMN y deshidrogenasa de NADH; b ) el gru- 
po hemo del citocromo c; y c) ubiquinona (coenzima Q). Los grupos hemo 
de los diversos citocromos de la cadena transportadora de electrones difie- 
ren en las sustituciones en los anillos de porfirina (indicado por la sombra 


azul) y el tipo de enlace con la proteina. Los citocromos pueden aceptar solo 
un electron, mientras que FMN y las quinonas pueden aceptar dos electro¬ 
nes y dos protones en reacciones sucesivas, como se muestra. FAD difiere de 
FMN porque tiene un grupo adenosina unido con el fosfato. 


y la molecula reducida por completo es ubiquinol (UQFL). 
La ubiquinona permanece dentro de la bicapa lipidica de la 
membrana, donde se puede difundir con rapidez hacia los 
lados. 

• Las proteinas con hierro y azufre son proteinas que contie- 
nen hierro en las que los atomos de este metal no se localizan 
dentro de un grupo hemo, sino que estan unidos con atomos 
de azufre inorganico como parte del centro de hierro-azufre. 
Los centres mas frecuentes contienen dos o cuatro atomos 
de hierro y azufre, designados [2Fe-2S] y [4Fe-4S], y vincu- 
lados con la proteina en los residuos de cisteina (fig. 5-13). 
Aunque un solo centro puede tener varios atomos de hierro, el 
complejo entero es capaz de aceptar y donar un solo electron. 
El potencial redox de un centro hierro-azufre depende de la 


hidrofobicidad y la carga de los residuos de aminoacidos que 
constituyen su ambiente local. Como grupo, las proteinas con 
hierro-azufre tienen potenciales que van de -700 mV a cerca 
de +300 mV, correspondiente auna portion considerable del 
espectro en el que ocurre el transporte de electrones. Se han 
identificado mas de una docena de centres de hierro-azufre 
diferentes dentro de las mitocondrias. 

Los portadores de la cadena transportadora de electrones 
estan dispuestos en orden de potencial redox positivo creciente 
(fig. 5-14). Cada portador se reduce con la ganancia de electro¬ 
nes a partir del portador precedente en la cadena y luego se oxi- 
da por la perdida de electrones a favor del portador que le sigue. 
Por lo tanto, los electrones se pasan de un portador al siguiente 
y pierden energia conforme se desplazan “colina abajo” a lo largo 
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FIGURA 5-13 Centros de hierro-azufre. Estructura de un centro de hierro- 
azufre [2Fe-2S] a ) y uno [4Fe-4S] b ). Ambos centros de hierro-azufre se 
unen con proteinas mediante enlaces con un atomo de azufre (mostrado en 
naranja) de un residuo de cistema. Los iones sulfuro inorganicos (S 2_ ) apa- 
recen en amarillo. Ambos tipos de centros de hierro-azufre aceptan un solo 
electron, cuya carga se distribuye entre los diversos atomos de hierro. 



FIGURA 5-14 Disposition de varios portadores en la cadena transportado- 
ra de electrones. El diagrama ilustra el potencial redox aproximado de los 
portadores y el declive de la energfa libre cuando los pares de electrones se 
mueven a lo largo de la cadena respiratoria hasta el oxfgeno molecular. Los 
numerosos centros de hierro-azufre no estan indicados en esta figura para 
conservarla esquematica. Como se explica en la section siguiente, cada una 
de las tres transferencias de electrones marcadas por flechas rojas aporta 
energfa suficiente para mover protones a traves de la membrana mitocon- 
drial interna, lo que a su vez proporciona la energfa necesaria para generar 
ATP a partir de ADP. (Tomada de A. L. Lehninger, Biochemistry, 
2nd ed. 1975. Worth Publishers, Nueva York.) 


de la cadena. El aceptor final de esta “cadena de cubos” de elec¬ 
trones es 0 2 , el cual acepta los electrones con energia agotada y 
se reduce para formar agua. Britton Chance y colaboradores de 
la University of Pennsylvania descubrieron la secuencia especi- 
fica de los portadores que constituyen la cadena transportadora 
de electrones con diversos inhibidores que bloqueaban el trans- 
porte de electrones en sitios especificos a lo largo de la ruta. En 
la figura 5-15 se muestra una analogia del concepto de estos 
experimentos. En cada caso se agrego un inhibidor a las celulas y 
se identified el estado de oxidacion de varios portadores de elec¬ 
trones en las celulas inhibidas. Esta identification puede efec- 
tuarse con un espectrofotometro que mide la absorcion de la luz 
de una muestra en varias longitudes de onda. La medicion revela 
si un portador particular esta en el estado reducido u oxidado. 
En el caso presentado en la figura 5-15, la adicion de antimici- 
na A bloqueo el transporte de electrones en el sitio que dejaba 
NADH, FMNH„ QH 2 y citocromo b en estado reducido y los 
citocromos c y a en el estado oxidado. Este resultado indica que 
NAD, FMN, Q_ y citocromo b se localizan “corriente arriba” del 
bloqueo. En contraste, un inhibidor (p. ej., rotenona) que actua 
entre FMN y Q_sdlo dejaria a NADH y FMNH 2 en el estado 
reducido. Por consiguiente, al identificar los componentes redu- 
cidos y oxidados en presencia de distintos inhibidores, puede 
establecerse la secuencia de los portadores. 

La tendencia de los electrones a transferirse de un portador 
al siguiente depende de la diferencia de potential entre los dos 
centros redox, pero la velocidad de transferencia guarda relation 
con las actividades cataliticas de las proteinas implicadas. Esta 



FIGURA 5-15 Uso experimental de los inhibidores para identificar la 
secuencia de los portadores en la cadena transportadora de electrones. 

En esta analogia hidraulica, el tratamiento de las mitocondrias con el inhi¬ 
bidor antimicina A deja a los portadores corriente arriba (NADH) del pun- 
to de inhibition en el estado reducido total y a los portadores corriente 
abajo (0 2 ) en el estado oxidado completo. La comparacion de los efectos de 
varios inhibidores revelo el orden de los portadores en la cadena. (Tomada 
de A. L. Lehninger, Biochemistry, 2nd ed., 1975, Worth Publishers, 
Nueva York.) 
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FIGURA 5-16 Trayecto de tuneles de electrones para el complejo citocro- 
mo c-peroxidasa de citocromo c de la levadura. El grupo hemo del cito- 
cromo c es azul y el de la peroxidasa de citocromo c (que no es un portador 
en la cadena mitocondrial de transporte de electrones, sino que proporciona 
un receptor analogo de electrones del cual se conoce la estructura cristal de 
alta resolution) es rojo. Existen varios trayectos definidos (amarillo) para 
el movimiento de electrones de un hemo a otro. Cada uno de los trayec¬ 
tos transporta electrones por varios residuos de aminoacidos situados entre 
los grupos hemo. (Puede senalarse que se han propuesto otros mecanismos 
de transferencia de electrones.) (De Jeffrey J. Regan y J. N. Onuchic, 
tomada de David N. Beratan et al; reimpresa con autorizacion 
de Science 258:1741, 1992. © 1992, American Association for the 
Advancement of Science.) 


diferenciacion entre la termodinamica y la cinetica es similar a 
la explicada en la pagina 94 respecto de la actividad de las enzi- 
mas. Los estudios indican que los electrones pueden transcurrir 
distancias considerables (10 a 20 A) entre centres redox adya- 
centes y que es probable que los electrones fluyan por “tuneies” 
especiales consistentes en una serie de enlaces covalentes y de 
hidrogeno que se extienden entre las partes de varios residuos 
de aminoacidos. La figura 5-16 muestra un ejemplo de una de 
estas vias propuestas referente al citocromo c. 

Complejos transportadores de electrones Cuando se 
rompe la membrana mitocondrial interna con un detergente 
pueden aislarse los diversos portadores de electrones como par¬ 
te de cuatro complejos distintos asimetricos que cruzan toda la 
membrana y que se identifican como complejos I, II, III y IV 
(fig. 5-17). A cada uno de estos cuatro complejos se les puede 
asignar una funcion distinta en la via general de oxidacion. Dos 
componentes de la cadena transportadora de electrones, cito¬ 
cromo c y ubiquinona, no son parte de ninguno de los cuatro 
complejos. La ubiquinona existe como parte de una reserva de 
moleculas disueltas en la bicapa lipidica y el citocromo c es una 
proteina soluble en el espacio intermembranoso. Se cree que la 
ubiquinona y el citocromo c se mueven dentro o a lo largo de 
la membrana y emiten electrones entre los complejos proteicos 
grandes y relativamente inmoviles. Una vez dentro de alguno 
de estos complejos inmoviles,los electrones discurren a lo largo de 


trayectos definidos (del tipo ilustrado en la figura 5-16) entre los 
centres redox adyacentes cuyas posiciones relativas estan fijas. 

Cuando el NADH es el donante de electrones, estos entran 
a la cadena respiratoria a traves del complejo I, el cual transfie- 
re electrones a la ubiquinona y genera ubiquinol (figs. 5-12 y 
5-17). A diferencia del NADH, que puede difundirse lejos de 
estas deshidrogenasas solubles, FADH 2 permanece unido con 
un enlace covalente a la deshidrogenasa de succinato, un com- 
ponente del complejo II. Cuando el donador es FADH 2 , los 
electrones pasan de manera directa a la ubiquinona y evitan el 
paso por el extremo corriente arriba de la cadena, que tiene un 
potencial redox demasiado negativo para aceptar los electrones 
con menor energia del nucleotido de flavina (fig. 5-14). 

Si se examinan los potenciales redox de los portadores suce- 
sivos en la figura 5-14, resulta evidente que hay tres sitios en los 
que la transferencia de electrones se acompana de una liberacion 
notable de energia libre. Cada uno de estos sitios de union, como 
se llaman, ocurre entre portadores que son parte de uno de los 
tres complejos, I, III y IV. La energia disponible, liberada cuan¬ 
do los electrones pasan por estos tres sitios, se conserva por la 
translocacion de protones de la matriz a traves de la membrana 
interna hacia el espacio intermembranoso. Estos tres complejos 
proteicos se describen a menudo como bomba de protones. Las 
translocaciones de protones por estos complejos transportadores 
de electrones establecen el gradiente de protones que impulsa la 
sintesis de ATP. La capacidad de estas maquinas moleculares 
notables para actuar como unidades independientes de translo¬ 
cacion de protones puede demostrarse si se purifica cada una de 
ellas y se les incorpora de manera individual en vesiculas arti- 
ficiales de lipidos. Cuando se aporta un donante de electrones 
adecuado, estas vesiculas junto con las proteinas son capaces de 
aceptar electrones y usar la energia liberada para bombear proto¬ 
nes a traves de la membrana de la vesicula (fig. 5-18). 

En los ultimos anos ha habido grandes avances en la des¬ 
cription de la configuration molecular de todos los complejos 
proteicos de la membrana interna (fig. 5-17 b). Los investiga- 
dores ya no se preguntan como se ven estas proteinas; mas bien 
usan ia abundante information estructural para comprender 
como funcionan. A continuation se analizan de forma breve las 
versiones que tienen los mamiferos de cada uno de estos com¬ 
plejos transportadores de electrones, que en conjunto contienen 
cerca de 70 polipeptidos diferentes. Las versiones bacterianas 
son mucho mas sencillas que sus contrapartes en los mamiferos 
y contienen muchas menos subunidades. Las subunidades adi- 
cionales de los complejos de los mamiferos no poseen centres 
redox y se cree que funcionan en la regulation o ensamble del 
complejo y no en el transporte de electrones. En otras palabras, 
el proceso basico del transporte de electrones durante la respira¬ 
tion ha permanecido sin cambios desde su evolution hace miles 
de millones de anos en los ancestros procariotas. 

Complejo I (o deshidrogenasa de NADH). El complejo I es la 
puerta de entrada a la cadena transportadora de electrones y 
cataliza la transferencia de un par de electrones de NADH a la 
ubiquinona (UC) para formar ubiquinol (UCH 2 ). La version de 
los mamiferos del complejo I es un conglomerado enorme con 
forma de L que contiene por lo menos 45 subunidades diferen¬ 
tes y representa una masa molecular cercana a un millon de dal- 
tones. Siete de las subunidades, todos polipeptidos hidrofobos 
que cruzan la membrana, se codifican por genes mitocondriales 
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Complejo I Complejo III 


Complejo II Complejo IV 


Deshidrogenasa Citocromo bq 
de NADH 

Subunidades mamiferos 


Deshidrogenasa Oxidasa de 

de succinato citocromo c 


mtDNA 7 10 3 

nDNA 39 10 4 10 

TOTAL 46 11 4 13 

Masa molecular (Da) >900 000 -240 000 -125 000 -200 000 

(a) 



FIGURA 5-17 Cadena transportadora de electrones de la membrana mito- 
condrial interna, a) La cadena respiratoria consiste en cuatro complejos 
de portadores de electrones y dos portadores mas (ubiquinona y citocromo 
c ) que se disponen de manera independiente. Los electrones entran a la 
cadena a partir de NADH (mediante el complejo I) o FADH 2 (una parte 
del complejo II). Los electrones pasan del complejo I o II a la ubiquinona 
(UQ), la cual existe como una reserva dentro de la bicapa de lfpidos. Luego, 
los electrones pasan de la ubiquinona reducida (ubiquinol) al complejo III y 
despues al citocromo c proteico periferico, que al parecer es movil. Los elec¬ 
trones se transfieren del citocromo c al complejo IV (oxidasa de citocromo) 
y despues al 0 2 para formar H 2 0. Se indican los sitios de translocacion de 
protones de la matriz al citosol. El numero preciso de protones translocados 
a cada sitio aun es motivo de controversia; el numero indicado es un con- 


senso general. Hay que tener presente que las cantidades de protones que se 
muestran son las generadas por cada par de electrones transportados, sufi- 
cientes para reducir solo la mitad de una molecula de 0 2 . (La translocacion 
de protones por el complejo III ocurre mediante un ciclo cuyos detalles 
se muestran en la figura 4 de la seccion Vfas experimentales. El ciclo Q_pue- 
de dividirse en dos pasos, cada uno de los cuales conduce a la liberacion de 
dos protones hacia el citosol.) b ) Estructuras de los componentes proteicos 
de la cadena transportadora de electrones (version mitocondrial o bacteria- 
na). Aun se desconoce la estructura terciaria del complejo I, pero se indica 
su forma general. ( B , tomada de Brian E. Schultz y Sunney I. Chan, 
REIMPRESA CON AUTORIZACION DE An ReV BlOP BlOMOL StRUC, VOL. 30. 

© 2001, Annual Reviews, Inc.) 


y son homologos de los polipeptidos bacterianos. Como se indi¬ 
ca en la figura 5-176, el complejo I es el unico miembro de la 
cadena transportadora de electrones cuya estructura tridimen¬ 
sional aun no se ha resuelto por cristalografia por rayos X hasta 


el momento en que se escribio esta obra. El complejo I incluye 
una flavoproteina con FMN que oxida al NADH, por lo menos 
siete centres de hierro-azufre distintos y dos moleculas unidas 
de ubiquinona. Se cree que el paso de un par de electrones por 
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el complejo I se acompana del movimiento de cuatro protones 
de la matriz hacia el espacio intermembranoso. La importancia de 
la disfuncion del complejo I como causa de neurodegeneracion 
se considera en la pagina 209. 

Complejo II (o deshidrogenasa de succinato). El complejo II con- 
siste en cuatro polipeptidos: dos subunidades hidrofobas que 
fijan la proteina a la membrana y dos subunidades hidrofflicas 
que comprenden la enzima del ciclo del ATC deshidrogenasa de 
succinato. El complejo II suministra una via para alimentar los 
electrones de baja energia (los cercanos a 0 mV) del succinato a 
FAD y ubiquinona (figs. 5-14 y 5-17). El trayecto de FADH 2 
en el sitio catalitico a la ubiquinona mueve a los electrones una 
distancia de 40 A a traves de tres cumulos diferentes de hierro- 
azufre. El complejo II tambien contiene un grupo hemo, el cual 
se piensa que atrae a los electrones escapados, lo que previene 
que se formen radicales superoxido destructives (pag. 34). La 
transferencia de electrones a traves del complejo II no se realiza 
por translocacion de protones. 

Complejo III (o citocromo be j). El complejo III cataliza la trans¬ 
ferencia de electrones del ubiquinol al citocromo c. Las evalua¬ 
tions experimentales sugieren que se bombean cuatro protones 
a traves de la membrana por cada par de electrones que se trans- 
fiere por el complejo III. Los protones se liberan hacia el espa- 
cio intermembranoso en dos pasos separados impulsados por la 
energia que se libera cuando dos electrones se separan entre si 
y pasan por diferentes vias a traves del complejo. Dos protones 
provienen de la molecula de ubiquinol que ingreso al complejo. 
Dos protones mas se retiran de la matriz y se trasladan a traves 
de la membrana como parte de una segunda molecula de ubiqui¬ 
nol. Estos pasos se describen con mas detalle en la figura 4 de la 
section Vias experimentales, que puede encontrarse en Internet 
en la siguiente direction: www.wiley.com/college/karp.Tres de las 
subunidades del complejo III contienen grupos redox: el cito- 
cromo b posee dos moleculas hemo b con diferentes potenciales 
redox, citocromo c 1 y una proteina con hierro-azufre. El citocro- 
mo b es el unico polipeptido del complejo que se codifica en un 
gen mitocondrial. 

Complejo IV (u oxidasa de citocromo c). El paso final en el 
transporte de electrones en una mitocondria es la transferencia 
sucesiva de electrones del citocromo c reducido al oxigeno de 
acuerdo con la siguiente reaction: 



Electrodo de pH 

Oxidasa de citocromo 


Membrana 
de liposoma 


Dentro de fase acuosa 


FIGURA 5-18 Demostracion experimental de que la oxidasa de citocromo 
es una bomba de protones. Cuando la oxidasa de citocromo puriiicada se 
incorpora en la bicapa artificial de un liposoma, el medio se acidifica des¬ 
pues de la adicion de citocromo c reducido. Esto indica que cuando los 
electrones se transfieren del citocromo ca la oxidasa de citocromo y el O, se 
reduce hasta agua, los protones se trasladan del compartimiento dentro de 
la vesicula al medio externo. Marten Wikstrom y colaboradores realizaron 
este experimento por primera vez en el decenio de 1960. (Reimpresa con 
autorizacion de M. I. Verkhovsky, et al. Nature 400:481, 1999. © 
1999, Macmillan Magazines Limited.) 


culas, lo cual se mide como la caida en el pH circundante. Ya sea 
dentro de un liposoma o en la membrana mitocondrial interna, 
la translocation de protones se suma a cambios de la conforma¬ 
tion generados por la liberation de energia que acompana a la 
transferencia de electrones. Se cree que por cada molecula de 0 2 
reducida por la oxidasa de citocromo se captan ocho protones de 
la matriz. Cuatro de estos protones se consumen en la formation 
de dos moleculas de agua, como se indico antes; los otros cuatro 
protones se trasladan a traves de la membrana y se liberan en el 
espacio intermembranoso (fig. 5-17). Por consiguiente, la reac¬ 
tion total puede escribirse asi: 


2 tit c 2+ + 2 H + + 2 0 2 2 tit r 3 " 1 " + H 2 0 

Para reducir una molecula de 0 2 : 

4 tit ^ + 4 H + + 0 2 -> 4 tit r 3 * + 2 H 2 0 

El complejo IV cataliza la reduction de 0 2 ; este complejo es 
una enorme estructura de polipeptidos conocida como oxidasa 
de citocromo. La oxidasa de citocromo fue el primer compo- 
nente de la cadena de transporte de electrones del que se mostro 
que actua como bomba de protones. Esto se demostro con el 
experimento mostrado en la figura 5-18 en el que se incorporo 
la enzima purificada en vesiculas que contienen una bicapa lipi- 
dica artificial (liposomas). La adicion del citocromo c reducido 
al medio se acompano de la expulsion de iones H + de las vesi- 


4 tit c 2+ + 8 H + (matriz) + 0 2 -> 4 tit r 3 ^ 2 H 2 0 + 4 H + (dtosol) 

Los seres humanos producen unos 300 ml de “agua metaboli- 
ca” mediante esta reaction al dia. Se puede senalar que varios 
venenos respiratorios potentes, incluidos el monoxido de car- 
bono (CO), azida (Nr) y cianuro (CN“) ejercen su efecto toxico 
mediante la union con el sitio hemo a 3 de la oxidasa de cito- 
cromo. (El monoxido de carbono tambien se une con el grupo 
hemo de la hemoglobina.) 

Una mirada mas cercana a la oxidasa de citocromo La 

oxidasa de citocromo consta de 13 subunidades, tres de las cuales 
son codificadas por el genoma mitocondrial y contienen los cua¬ 
tro centros redox de la proteina. Se han realizado investigaciones 
intensivas sobre el mecanismo de transferencia de electrones a 
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traves del complejo IV, sobre todo en los laboratories de Marten 
Wikstrom en la Universidad de Helsinki, Finlandia, y en el grupo 
de Gerald Babcock de la Michigan State University. Un desafio 
importante para los investigadores consiste en explicar como los 
portadores que son los unicos capaces de transferir electrones 
individuales pueden reducir una molecula de 0 2 a dos moleculas 
de H 2 0, un proceso que requiere cuatro electrones (junto con 
cuatro protones). Lo mas importante es que el proceso debe ser 
muy eficiente porque la celula trata con sustancias muy peli- 
grosas; la liberacion “accidental” de las especies de oxigeno con 
reduction partial puede danar todas las macromoleculas de la 
celula (pag. 34). 

El movimiento de electrones entre los centros redox de la 
oxidasa de citocromo se muestra en la figura 5-19. Los electro¬ 
nes se transfieren uno a la vez del citocromo c a traves de un 
centra de cobre bimetalico (Cu A ) de la subunidad II a un hemo 
(hemo a) de la subunidad I. De ahi, los electrones se pasan a 
un centra redox localizado en la subunidad I que contiene un 
segundo hemo (hemo a 3 ) y otro atomo de cobre (Cu B ) situado a 
menos de 5 A de distancia. La aceptacion de los primeros dos 


Cit c 



Espacio 

intermembranoso 


Dominio de 
membrana 


Matriz 


FIGURA 5-19 Mecanismo de accion de la oxidasa de citocromo. Modelo 
que muestra el flu jo de electrones por los cuatro centros redox de la oxidasa 
de citocromo. Los atomos de hierro se muestran como esferas rojas, los de 
cobre como esferas amarillas. Se cree que los electrones pasan uno a la vez 
del citocromo c al centra dimerico de cobre (Cu A ), luego al grupo hemo 
(Fe a ) del citocromo a, despues al centra redox binuclear formado por un 
segundo hierro (del grupo hemo del citocromo a^j y un ion cobre (Cu fi ). 
Se indican las estructuras y las orientaciones sugeridas de los centros redox. 
(Tomada de M. Wikstrom, et al., Biochim Biophys Acta 1459:515, 
2000 .) 


electrones reduce el centra binuclear tz 3 -Cu B de acuerdo con la 
siguiente reaction: 

Fe 3+ + Cu,? + + 2 e - —> Fe 2+ + Cu B 1+ 

-D #2 Jd 

Una vez que el centra binuclear acepta su segundo electron, una 
molecula de 0 2 se une con el centra. El doble enlace 0=0 se 
rompe entonces, cuando los atomos de oxigeno aceptan un 
par de electrones del centra binuclear « 3 -Cu B reducido, es 
cuando se forma un anion peroxi reactivo 0 2 - . 


Fe 2+ —O 


A 


Fe 3+ —O 


O Cu 1+ 


\ 


CT Cu 2+ 


El ion peroxi es el componente con mayor energia en la secuen- 
cia de reaction y reacciona con rapidez para extraer un tercer 
electron, ya sea del hemo mismo o de un residuo de aminoacido 
cercano. Al mismo tiempo, el centra binuclear acepta dos pro¬ 
tones de la matriz, lo que separa el enlace covalente 0—0 y 
reduce uno de los atomos de oxigeno. 

Fe 4+ =0 2- Cu 2+ -OH 2 

El paso de un cuarto electron y la entrada de dos protones adi- 
cionales de la matriz permiten la formation de dos moleculas 
de agua: 


Fe 3+ + Cu 2 “ + 2 H 2 0 

Por cada proton que se retira de la matriz, queda un exceso de 
carga negativa (en forma de un OH - ), lo que contribuye en for¬ 
ma directa al gradiente electroquimico a traves de la membrana 
mitocondrial interna. 

Como se menciono antes, los protones captados de la 
matriz se utilizan de dos formas muy distintas. Por cada mole¬ 
cula de 0 2 que se reduce a 2 H 2 0 por action de la oxidasa de 
citocromo: a) se consumen cuatro iones H + en esta reaction 
quimica y b) cuatro iones H + adicionales se trasladan a traves 
de la membrana mitocondrial interna. Los primeros cuatro pro¬ 
tones pueden denominarse protones de “sustrato” y los ultimos 
cuatro como protones “bombeados”. El movimiento de ambos 
grupos de protones contribuye al gradiente electroquimico a tra¬ 
ves de la membrana. 

Con la publication de la estructura cristalina tridimen¬ 
sional de la oxidasa de citocromo se pudieron buscar las vias 
a traves de las cuales podrian moverse los protones de sustrato 
y los bombeados por la enorme proteina. A diferencia de otros 
iones (p. ej., Na + o Cl - ) que deben difundirse por si solos toda la 
distancia que cruzan, los iones H + pueden “saltar” por un canal 
cuando se intercambian con otros protones presentes a lo largo 
del trayecto. Estas vias conductoras de protones (o “cables de 
protones”) pueden identificarse porque constituyen cuerdas 
de residuos acidos, residuos con enlaces de hidrogeno y moleculas 
de agua atrapadas. Los investigadores ya identificaron posibles 
conductos de protones dentro de la molecula, pero su papel 
aun no se confirma de manera experimental. Por desgracia, los 
modelos estructurales estaticos no pueden revelar por si mismos 
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los movimientos dinamicos que ocurren dentro de la proteina 
durante su funcion. Es probable que la energia liberada por la 
reduccion de 0, se utilice para impulsar los cambios en la con- 
formacion que alteran los estados de ionizacion y localizaciones 
precisas de las cadenas laterales de los aminoacidos dentro de 
estos canales. A su vez, estos cambios promoverian el movi- 
miento de iones H + a traves de la proteina. 


REVISION 


1. Describa los pasos por los cuales el transporte de elec- 
trones por la cadena respiratoria conduce a la formation 
de un gradiente de protones. 

2. De los cinco tipos de portadores de electrones, ^cual 
tiene la menor masa molecular?, ^cual posee la mayor 
proportion entre atomos de hierro y electrones trans- 
portados?, ^cual tiene un componente que se localiza 
fuera de la bicapa lipidica?, ^cual es capaz de aceptar 
protones y electrones y cual solo acepta electrones? 

3. Describa la relation entre la afinidad de un compues- 
to por los electrones y su capacidad para actuar como 
agente reductor. ^Cual es la relation entre el potential 
para transferencia de electrones de un agente reductor y 
la capacidad del otro miembro de esa pareja para actuar 
como agente oxidante? 

4. Observe la figura 5-12 y describa en que son similares 
los estados de semiquinona de la ubiquinona y FMN. 

5. que se refiere el centra binuclear de la oxidasa de 
citocromo?, jcomo funciona en la reduccion de 0 2 ? 

6. ,:Cuales son las dos maneras distintas en las que la oxi¬ 
dasa de citocromo contribuye al gradiente de proto¬ 
nes? 

7. ^Por que algunas transferencias de electrones producen 
una mayor liberation de energia que otras? 


5.4 TRANSLOCACION DE PRQTONES _ 

Y ESTABLECIMIENTO DE UNA FUERZA 

MQTRIZ PARA PRQTONES 

Ya se menciono que la energia libre producida durante 
el transporte de electrones se utiliza para mover protones de la 
matriz hacia el espacio intermembranoso y el citosol. La trans¬ 
location de protones a traves de la membrana interna es electro- 
genica (esto es, que produce voltaje) porque aumenta la cantidad 
de cargas positivas en el espacio intermembranoso y el citosol, 
asi como una mayor cantidad de cargas negativas dentro de la 
matriz. Por lo tanto, hay dos componentes del gradiente de pro¬ 
tones que deben considerarse. Uno de ellos es la diferencia en la 
concentration de iones hidrogeno entre un lado de la membrana 
y el otro, es decir, un gradiente de pH (ApH). El otro compo¬ 
nente es el voltaje (\)/) que se produce por la separation de carga 


a traves de la membrana. Un gradiente que tiene un componente 
de concentration (quimico) y otro electrico (voltaje) es un gra¬ 
diente electroquimico (pag. 148). La energia presente en ambos 
componentes del gradiente electroquimico puede combinarse y 
expresarse como fuerza motriz de protones (Ap), que se mide 
en milivoltios. En consecuencia; 

Ap = \|/-2.3 (RT/F) ApH 

Como 2.3 RT/F es igual a 59 mV a 25°C, la ecuacion 3 puede 
escribirse como sigue: 

Ap = \|/ - 59 ApH 

La contribution del potential electrico a la fuerza motriz 
de protones comparada con la contribution que hace el gradien¬ 
te de pH depende de las propiedades de permeabilidad de la 
membrana interna. Por ejemplo, si el movimiento de protones 
hacia el exterior durante el transporte de electrones se acompana 
de iones cloro con carga negativa, el potential electrico (\|/) se 
reduce sin afectar el gradiente de protones (ApH). Las medi- 
ciones que se han realizado en varios laboratorios sugieren que 
las mitocondrias con actividad respiratoria generan una fuerza 
motriz de protones cercana a 220 mV a traves de su membrana 
interna. En las mitocondrias de los mamiferos, cerca de 80% de 
la energia libre de Ap esta representado por el componente 
de voltaje y el otro 20% por la diferencia en la concentration de 
protones (alrededor de 0.5 a una unidad de pH de diferencia). 
Si la diferencia en la concentration de protones fiiera mucho 
mayor que esto, es probable que afectara la actividad de las enzi- 
mas citoplasmicas. El voltaje transmembranoso a traves de la 
membrana mitocondrial interna puede visualizarse con tintes 
liposolubles de carga positiva que se distribuyen a traves de las 
membranas en proportion con el potential electrico (fig. 5-20). 

Cuando las celulas se tratan con cierto tipo de agentes 
liposolubles, en particular 2,4-dinitrofenol (DNP), continuan la 
oxidation de sustratos sin poder generar ATP. En otras pala- 
bras, el DNP disocia la oxidation de la glucosa y la fosforilacion 
del ADP. Gracias a esta propiedad, el DNP se utiliza bastante 
en el laboratorio para inhibir la formation de ATP. Durante el 
decenio de 1920, unos cuantos medicos prescribian DNP como 
agente para reducir el peso corporal. Cuando se exponen a este 
farmaco, las celulas de los pacientes obesos continuan la oxida¬ 
tion de sus reservas de grasa en un intento vano para mantener 
los niveles normales de ATP. La practica ceso por las muertes 
de varios pacientes que ingirieron el farmaco. Con la formula¬ 
tion de la teoria quimioosmotica y la confirmation de que las 
mitocondrias generan un gradiente de protones, se compren- 
dio el mecanismo de la action del DNP. Este agente disocia la 
oxidation y la fosforilacion porque se combina con protones y, 
debido a su solubilidad en lipidos, transporta protones a tra- 


3 En otras palabras,una diferencia de una unidad de pH, que representa una diferen¬ 
cia de 10 veces en la concentracion de H + a traves de la membrana, equivale a una 
diferencia en el potencial de 59 milivoltios, equivalente a una diferencia de energia 
libre de 1.37 kcal/mol. 
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FIGURA 5-20 Visualization de la fuerza motriz de protones. Micrograffa 
fluorescente de una celula cultivada tenida con el compuesto fluorescente 
cationico rodamina. Cuando la celula esta activa, el voltaje generado a traves 
de la membrana interna (interior negativo) da lugar a la acumulacion de 
la sustancia liposoluble dentro de las mitocondrias, lo que hace que estos 
organelos emitan fluorescencia. (Tomada de L. V. Johnson, et al., J. Cell 
Biol. 88:528,1981, cortesia de Lan Bo Chen, con autorizacion del 

TITULAR DEL COPYRIGHT, The ROCKEFELLER UNIVERSITY PRESS.) 


ves de la membrana mitocondrial interna en favor del gradiente 
electroquimico. 

Para que se mantenga una fuerza motriz de protones es 
necesario que la membrana mitocondrial interna permanezca 
muy impermeable a los protones. De lo contrario, el gradien¬ 
te establecido por el transporte de electrones se disipa en poco 
tiempo por el escape de protones de regreso a la matriz, lo que 
conduce a la liberation de energia en forma de calor. Resulto 
sorprendente descubrir que la membrana mitocondrial interna 
de ciertas celulas contiene proteinas que actuan como desacopla- 
dores naturales (endogenos). Estas proteinas, llamadas proteinas 
de desacoplamiento (o UCP, del ingles uncoupling proteins), son 
muy abundantes en el tejido adiposo pardo de los mamiferos, 
que funciona como fiiente de production de calor durante la 
exposition a bajas temperaturas. Los seres humanos lactantes 
tambien dependen de depositos de grasa parda para mantener la 
temperatura corporal. Estas celulas de grasa parda desaparecen 
en su mayoria cuando crecemos, lo cual nos hace dependientes 
de la contraction muscular (al tiritar de frio) para generar calor 
corporal. La UCP1 es el centra de atencion de varias companias 
farmaceuticas que esperan desarrollar productos que estimulen 
esta proteina como parte de un regimen de perdida de peso. 
Otras isoformas de UCP (UCP2 a UCP5) se encuentran en 
varios tejidos, en especial en celulas del sistema nervioso, pero sus 
funciones son tema de controversia. Conforme a una hipotesis, 
las UCP presentes en la membrana mitocondrial interna impi- 
den la acumulacion de una fuerza protomotriz excesivamente 
grande. Si tal estado de alta energia se creara podria bloquear el 


paso de electrones a traves de los complejos respiratorios, cau- 
sando el escape de electrones y la production de radicales de 
oxigeno reactivos. 

Los experimentos que permitieron la aceptacion de la fuer¬ 
za motriz de protones como un intermediario en la formation 
de ATP se describen en la section Vias experimentales, que 
puede encontrarse en www.wiley.com/college/karp en Internet. 


REVISION 


1. <;Cuales son los dos componentes de la fuerza motriz de 
protones y como varia su contribution relativa de una 
celula a otra? 

2. ,;Cual es el efecto del dinitrofenol en la formation de 
ATP en las mitocondrias?, ^por que? 


5.5 LOS MECANISMOS _ 

PARA LA F0RMACI0N DE ATP 

Ahora que se describio la forma en que el transporte 
de electrones genera un gradiente electroquimico de protones a 
traves de la membrana mitocondrial interna, se puede tratar la 
maquinaria que utiliza la energia almacenada en este gradiente 
para impulsar la fosforilacion del dinucleotido de adenina. 

A principios del decenio de 1960, Humberto Fernandez- 
Moran, del General Hospital examino mitocondrias 

aisladas con la tecnica para entonces nueva de tincion negativa. 
Fernandez-Moran descubrio una capa de esferas unidas a la cara 
interna (matriz) de la membrana interna que sobresalian de la 
membrana y se unian a esta mediante tallos (fig. 5-21). Unos 



10 nm 


FIGURA 5-21 Mecanismos para la sfntesis del ATP. Micrograffa electronica 
de una pequena portion de una mitocondria de corazon bovino secada al 
aire y con tincion negativa. En las magnificaciones cercanas a medio millon 
se ven partfculas esfericas (flecha) unidas mediante un tallo delgado a la 
superficie interna de las membranas de las crestas. (Tomada de Humberto 
Fernandez-Moran, et al., J Cell Biol 22:73,1964; con autorizacion 

DE LOS DERECHOS RESERVADOS DE ROCKEFELLER UNIVERSITY PRESS.) 
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FIGURA 5-22 Un experimento para impulsar la formacion de ATP en las 
vesiculas de membrana reconstituidas con la ATP-asa de Na + /K + . A1 

hacer que estas vesiculas tengan una concentracion interna muy alta de K + 
y concentracion externa muy elevada de Na + , se favorece que la reaccion 
funcione en sentido contrario al que ocurre en condiciones normales en la 
membrana plasmatica. En el proceso se forma ATP a partir de ADP y Pj. El 
tamano de las letras indica la direccion de los gradientes de concentracion. 


cuantos anos despues, Efraim Racker de la Cornell University 
aislo las esferas de la membrana interna, a las que llamo factor 
de union 1 , o tan solo F r Racker descubrio que las esferas Fj se 
comportaban como una enzima que hidroliza el ATP, es decir, 
una ATP-asa. A primera vista, parece un hallazgo peculiar. ^Por 
que tendrian las mitocondrias una enzima predominante que 
hidroliza la sustancia que se supone producen? 

Si se considera que la hidrolisis del ATP es la reaccion 
inversa a su formacion, la funcion de las esferas F 1 se torna mas 
evidente; contiene el sitio catalitico en el que ocurre normal- 
mente la formacion de ATP. Hay que recordar lo siguiente: 

1. Las enzimas no afectan la constante de equilibrio de la reac¬ 
cion que catalizan. 

2. Las enzimas son capaces de catalizar las reacciones en un 
sentido y en el contrario. 

Por consiguiente, la direccion de una reaccion catalizada por 
enzimas en un momento determinado depende de las condicio¬ 
nes prevalecientes. Esto se demuestra bien en los experimentos 
con otras ATP-asas, como la ATP-asa de Na + /K + de la mem¬ 
brana plasmatica (pag. 157). Cuando se trato esta enzima en el 
capitulo 4, se describio como una enzima que utiliza la energia 
obtenida de la hidrolisis del ATP para exportar Na + e importar 
K + contra sus gradientes respectivos. En la celula, esta es la unica 
funcion de la enzima. Sin embargo, en condiciones experimenta- 
les, esta enzima puede catalizar la formacion de ATP en lugar de 
la hidrolisis (fig. 5-22). Para obtener tales condiciones, se prepa- 
raron fantasmas de eritrocitos (pag. 144) con una concentracion 
interna de K + muy alta y una concentracion externa de Na + muy 
alta, mayores a las existentes en el cuerpo. En estas condiciones, 
el K + sale de la “celula” y el Na + ingresa a la “celula”. Ambos 
iones se mueven en favor de sus gradientes respectivos, en lugar 
del sentido opuesto, como sucederia en condiciones normales 


en una celula viva. Si existen ADP y P ; en el fantasma celular, 
el movimiento de iones induce la sintesis de ATP en lugar de 
la hidrolisis. Los experimentos como este ilustran la realidad 
de lo que podria esperarse con base en la reversibilidad teorica de 
las reacciones catalizadas por enzimas. Tambien ejemplifican la 
manera en que puede usarse un gradiente ionico para impulsar 
una reaccion en la que el ADP se fosforila hasta ATP, que es lo 
que ocurre en la mitocondria. La fuerza de impulso es la fuerza 
motriz de protones establecida por el transporte de electrones. 

La estructura de la sintetasa de ATP 

Aunque la esfera F 3 es la porcion catalitica de la enzima que 
produce el ATP en la mitocondria, esto no es una description 
completa. La enzima productora de ATP, la sintetasa de ATP, 
es un complejo proteico en forma de hongo (fig. 5-23 a) confor- 
mado por dos^componentes principales: una cabeza Fj esferica 
(de unos 90 A de diametro) y una section basal, hamada F fl , 
incrustada en la membrana interna. Las micrografias electroni- 
cas de alta resolution revelan que las dos porciones se conectan 
mediante un tallo central y uno periferico como se muestra en 
la figura 5-23 b. Una mitocondria tipica del higado de un mami- 
fero tiene apenas 15 000 copias de la sintetasa de ATP. Existen 
versiones homologas de la sintetasa de ATP en la membrana 
plasmatica de las bacterias, en la membrana tilacoide de los clo- 
roplastos vegetales y en la membrana interna de las mitocon¬ 
drias. 

Las porciones F 3 de las sintetasas de ATP bacteriana y 
mitocondrial estan muy conservadas; ambas contienen cinco 
polipeptidos diferentes con una estequiometria de a 3 (3 3 8ye. 
Las subunidades alfa y beta se disponen en forma alternada 
dentro de la cabeza de Fi de modo que se parecen a los gajos 
de una naranja (fig. 5-23 b\ vease tambien 5-26A). Se pueden 
senalar dos aspectos para una discusion posterior: a) cada Fi 
posee tres sitios cataliticos para la sintesis de ATP, uno en cada 
subunidad beta, y b) la subunidad gamma se extiende desde la 
punta exterior de la cabeza de Fi por el tallo central y hace 
contacto con la porcion basal Fo. En la enzima mitocondrial, los 
cinco polipeptidos de Fi estan codificados por el DNA nuclear, 
sintetizado en el citosol, y se importa despues de la traduction 
(vease fig. 8-47). 

La porcion Fo de la sintetasa de ATP reside dentro de la 
membrana y consiste en tres polipeptidos diferentes con una 
estequiometria de ab 2 cw-u (fig- 5-23^). El numero de subuni¬ 
dades en el anillo c se escribe como 10-14 porque los estudios 
estructurales revelan que este numero varia segun sea la fuen- 
te de la enzima. Por ejemplo, la sintetasa de ATP, tanto de las 
mitocondrias de levaduras como de E. coli, tiene 10 subunidades 
c, en tanto que ya se demostro que una enzima de cloroplasto 
posee 14 de ellas (fig. 5-24). La base Fo contiene un canal por 
el cual se conducen los protones desde el espacio intermembra- 
noso a la matriz. La presencia de un canal transmembranoso se 
descubrio en experimentos en los que la membrana mitocon¬ 
drial interna se rompio en fragmentos que forman vesiculas de 
membrana, hamadas particulassubmitocondriales (fig. 5-2 5a). Las 
particulas submitocondriales intactas, que contienen la sintetasa 
de ATP incrustada en la membrana de la vesicula, son capaces de 
oxidar sustratos, generar un gradiente de protones y sintetizar 
ATP (fig. 5-25 b). Sin embargo, si se retiran las esferas Fj de las 
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FIGURA 5-23 Estructura de la sintetasa de ATP. a) Representa¬ 
tion esquematica de la sintetasa de ATP bacteriana. La enzima 
consiste en dos porciones principales llamadas Fj y F Q . La cabeza ¥ 1 posee 
cinco subunidades diferentes en proporciones de 3oc:3(3:l8:ly:le. Las sub- 
unidades alfa y beta se organizan en un circulo para formar la cabeza esferica 
de la particula; la subunidad gamma discurre por el centro de la sintetasa de 
ATP, desde la punta de Fj hasta F 0 para formar el tallo central; la subunidad 
epsilon ayuda a unir la subunidad gamma con la base F Q . La base F Q , que 
esta incrustada en la membrana, tiene tres subunidades diferentes con una 
proportion aparente \a:2b:10-\Ac. Como se explica mas adelante, se piensa 
que las subunidades c forman un anillo giratorio dentro de la membrana; las 


subunidades b pares de la base F Q y la subunidad delta de la cabeza Fj for¬ 
man un tallo periferico que sujeta las subunidades cx/f3 en una position fija 
y la subunidad a contiene el canal de protones que permite que estos crucen 
la membrana. La enzima de los marmferos incluye siete a nueve pequenas 
subunidades mas cuyas funciones aun se desconocen. b ) Estructura tridi¬ 
mensional de la sintetasa de ATP bacteriana. Esta imagen esta compuesta de 
varias estructuras parciales de la enzima de diversos organismos. Puede verse 
una animation de la enzima en www.biologie.uni-osnabrueck.de/biophysik/ 
junge. (B , tomada de Wolfgang Junge y Nathan Nelson, reimpresa 
con autorizacion de Science 308:643,2005. Copyright 2005, Ameri¬ 
can Association for the Advancement of Science.) 




FIGURA 5-24 Visualization del anillo c oligomerico de la sintetasa de 
ATP de un cloroplasto. Microscopia con fuerza atomica de un “campo” 
de anillos c aislados de las sintetasas de ATP del cloroplasto y reconstitui- 
dos como estructura bidimensional dentro de una bicapa lipidica artificial. 
Existen anillos de dos diametros diferentes en el campo, tal vez porque los 
oligomeros se encuentran en las dos orientaciones posibles dentro de la 
“membrana artificial” ( recuadro ). La vista de mayor resolution de uno de 
los anillos muestra que esta formado por 14 subunidades. (Reimpresa 
CON AUTORIZACION DE HoLGER SEELERT, ET AL., CORTESIA DE DANIEL J. 

Muller y Andreas Engel, Nature 405:419,2000. © 2000, Macmillan 
Magazines Limited.) 
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FIGURA 5-25 Formacion de ATP en experimentos con particulas submi- 
tocondriales. a) Micrografia electronica de particulas submitocondriales 
que son fragmentos de la membrana mitocondrial interna y se volvieron 
vesiculas cerradas con las esferas F 1 sobresalientes hacia el medio, b ) Esbo- 
zo de un experimento que muestra que las particulas submitocondriales 
intactas son capaces de realizar la oxidacion de sustrato, la formacion de 


un gradiente de pro tones (indicado por la separacion de cargas a traves de 
la membrana) y la formacion de ATP. En contraste, las particulas submito¬ 
condriales que carecen de la cabeza F 1 son capaces de oxidacion del sustrato, 
pero no de mantener un gradiente de pro tones (indicado por la falta de 
separacion de cargas), por lo que son incapaces de formar ATP. (A, Corte- 
SIA DE EfRAIM RaCKER.) 


particulas, la membrana de la vesicula ya no puede mantener un 
gradiente de protones a pesar de continuar la oxidacion de sus¬ 
trato y el transporte de electrones. Los protones que se trasladan 
a traves de la membrana durante el transporte de electrones tan 
solo cruzan de regreso por la sintetasa de ATP “decapitada’y la 
energia se disipa. 

La base de la formacion de ATP de acuerdo 
con el mecanismo de cambio de union 

^Como es que el gradiente electroquimico de un proton propor- 
ciona la energia necesaria para impulsar la sintesis de ATP? Para 
responder esta pregunta, Paul Boyer de la UCLA publico una 
hipotesis innovadora en 1979 denominada mecanismo de cam¬ 
bio de union, que ha ganado gran aceptacion desde entonces. En 
general, la hipotesis del cambio de union tiene varios elementos 
distintos que se describen en secuencia. 

1. La energia liberada con el movimiento del proton no se 
usa para impulsar la fosforilacion del ADP en forma directa, 
sino que se emplea en cambiar la afinidad de union del sitio 
activo por el producto ATP. Se suele pensar que las reacciones 
quimicas ocurren en un ambiente acuoso en el que la concentra¬ 
tion de agua es 55 M y los reactivos y productos simplemente 
estan disueltos en el medio. En estas condiciones, se requiere 
energia para impulsar la formacion de enlaces covalentes entre 
el ADP y el fosfato inorganico para formar ATP. Sin embargo, 
ya se demostro que una vez que el ADP y el P ; se unen den- 
tro del sitio catalitico de la sintetasa de ATP, los dos reactivos 
se condensan con facilidad para formar una molecula de ATP 


unida con firmeza sin el ingreso de energia adicional. En otras 
palabras, aunque la siguiente reaction: 

ADP soluble + P. soluble —> ATP soluble + LLO 

i 2 

puede requerir el ingreso de una cantidad considerable de ener¬ 
gia (7.3 kcal/mol en condiciones estandar), la reaction: 

ADP unido a enzima + P ; unido a enzima —> 

ATP unido a enzima + h 2 o 

tiene una constante de equilibrio cercana a uno (A G° = 0), por lo 
que puede ocurrir en forma espontanea sin el ingreso de energia 
(pag. 90). Esto no significa que el ATP pueda formarse del ADP 
sin gasto energetico, sino que se requiere energia para la libera¬ 
tion del producto que esta unido con fuerza al sitio catalitico y 
no para el fenomeno mismo de fosforilacion. 

2. Cada sitio activo progresa de manera sucesiva por tres 
diferentes conformaciones con afinidades distintas por los 
sustratos y los productos. Recuerdese que el complejo Fj tiene 
tres sitios cataliticos, uno en cada una de las tres subunidades 
beta. Cuando los investigadores examinaron las propiedades 
de los tres sitios cataliticos en una enzima estatica (una que no 
participaba en el recambio enzimatico), los tres sitios mostra- 
ron diferentes propiedades quimicas. Boyer propuso que, en 
cualquier momento, los tres sitios cataliticos estan presentes 
en conformaciones diferentes, lo cual hace que tengan distintas 
afinidades por los nucleotidos. En cualquier instante, un sitio 
esta en la conformation “laxa” o L, en la que el ADP y el P ; estan 
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unidos con soltura; un segundo sitio esta en la conformation 
“ajustada” o T, en la que los nucleotidos (sustratos ADP + P ; o 
producto ATP) estan unidos con fuerza, y el tercer sitio esta en 
la conformacion “abierta’u 0, que permite la liberation del ATP 
porque posee una afinidad muy baja por los nucleotidos. 

Aunque habia diferencias entre los tres sitios cataliticos en 
una enzima estatica, Boyer obtuvo evidencia de que todas las 
moleculas de ATP producidas por una enzima activa se sinte- 
tizaban por el mismo mecanismo catalitico. En otras palabras, 
paretia que los tres sitios cataliticos de la enzima operaban de 
manera identica. Para explicar la contradiction aparente entre 
la asimetria de la estructura enzimatica y la uniformidad de su 
mecanismo catalitico, Boyer propuso que cada uno de los tres 
sitios cataliticos pasaba de manera secuencial por las mismas 
conformaciones L,Ty 0 (vease fig. 5-27). 

3. El ATP se sintetiza por catalisis rotatoria, en la que una 
parte de la sintetasa de ATP rota en relacion con otra parte. 

Para explicar los cambios secuenciales en la conformacion de 
cada uno de los sitios cataliticos, Boyer propuso que las subuni- 
dades alfa y beta, que forman un anillo hexagonal de sub- 
unidades dentro de la cabeza F, (fig. 5-23), giran en relacion con 
el tallo central. En este modelo, que se conoce como catalisis 
rotatoria, la rotation esta impulsada por el movimiento de los 
protones a traves de la membrana por el canal de la base F Q . Por 
consiguiente, de acuerdo con este modelo, la energia electrica 
almacenada en el gradiente de protones se traduce en energia 


mecanica de un tallo rotatorio, la cual se transforma luego en 
energia quimica almacenada en ATP. 

Evidencia que apoya el mecanismo de cambio en la union 
y catalisis rotatoria La publication que hicieron John Walker 
y colaboradores del Medical Research Council , de Inglaterra en 
1994 de un modelo atomico detallado de la cabeza F t propor¬ 
tion mucha evidencia estructural que apoya el mecanismo de 
cambio de union de Boyer. Primero, revelo la estructura de cada 
uno de los sitios cataliticos en una enzima estatica, con lo que 
confirmo que difieren en su conformacion y en su afinidad por 
los nucleotidos. Se identificaron las estructuras correspondien- 
tes a las conformaciones L, T y 0 en los sitios cataliticos de las 
tres subunidades beta. Segundo, revelo que la subunidad gamma 
de la enzima mantiene una position perfecta dentro de la sinte¬ 
tasa de ATP para transmitir los cambios de conformacion del 
sector de membrana F fl a los sitios cataliticos F r Pudo adver¬ 
tise que la subunidad gamma se extendia como un tallo desde 
el sector F„ por el tallo y hasta una cavidad central dentro de la 
esfera F t (fig. 5-26 a), donde establece contacto diferente con 
cada una de las tres subunidades beta (fig. 5-26A). 

El extremo apical de la subunidad gamma es asimetrico, y 
en cualquier instante determinado, diferentes caras de la sub¬ 
unidad gamma interaction con las distintas subunidades beta, 
lo que hace que adopten conformaciones diferentes (L,T y 0). 
Conforme rota, cada sitio de union de la subunidad gamma 
interactua de modo sucesivo con las tres subunidades beta de 



FIGURA 5-26 Base estructural de la conformacion del sitio catalitico. a) 

Un corte a traves de la cabeza Fj muestra la organization espacial de sus 
tres subunidades. La subunidad gamma se construye con dos helices alfa 
extendidas entrelazadas para formar un rollo enrollado. Este tallo helicoidal 
se proyecta hacia la cavidad central de F 1 y entre las subunidades alfa y 
beta de cada lado. La conformacion del sitio catalitico de la subunidad beta 
(a la izquierda) depende de su contacto con la subunidad gamma, b ) Una 
vista superior de la cabeza Fj muestra la disposition de las seis subunidades 
alfa y beta (ilustradas en rojo y amarillo) alrededor de la subunidad gamma 


asimetrica (mostrada en azul). La subunidad gamma esta en position para 
rotar en relacion con las subunidades que la rodean. Tambien es evidente 
que la subunidad gamma hace contacto de diferente forma con cada una 
de las tres subunidades beta, lo que induce a cada una de ellas a adoptar 
una conformacion diferente. corresponde a la conformacion O, (3 Tp a la 
conformacion L y (3 Dp a la conformacion T. (Reimpresa con autoriza- 
cion de J. R Abrahams, et al., cortesia de John E. Walker, Nature 
370:624, 627,1994. © 1994, Macmillan Magazines Limited.) 
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FIGURA 5-27 Mecanismo de cambio de union para la sintesis de ATP. a) 

Representation esquematica que muestra los cambios en un solo sitio cata- 
lftico durante un ciclo de catalisis. A1 principio del ciclo, el sitio esta en su 
conformation abierta (O) y los sustratos ADP y Pj entran al sitio. En el paso 
1, el movimiento de protones por la membrana induce un cambio a la con¬ 
formacion laxa (L) en la que los sustratos se unen con soltura. En el paso 2, 
el movimiento de protones adicionales induce un cambio a la conformacion 
ajustada (T), en la que es mayor la afinidad por los sustratos, lo que hace que 
estos se unan con fuerza al sitio catalitico. En el paso 3, el ADP y el Pj uni- 
dos con firmeza se condensan en forma espontanea para formar una molecula 
de ATP unida con intensidad; no se requiere ningun cambio de la confor¬ 


macion para este paso. En el paso 4, el movimiento de protones adicionales 
induce un cambio hacia la conformacion abierta (O), en la que la afinidad 
por ATP disminuye de forma notable y permite la liberation del producto. 
Una vez que el ATP se separa, el sitio catalitico queda disponible para la 
union con sustrato y se repite el ciclo. b ) Esquema que muestra los cambios 
en los tres sitios catallticos de la enzima al mismo tiempo. El movimiento 
de protones por la portion F () de la enzima causa la rotation de la subunidad 
gamma asimetrica, la cual presenta tres caras diferentes a las subunidades 
catalfticas. A medida que la subunidad gamma gira, provoca cambios en la 
conformacion del sitio catalitico de las subunidades beta, lo que hace que el 
sitio catalitico pase de manera sucesiva por las conformaciones T, O y L. 


Fi. Durante un solo ciclo catalitico, la subunidad gamma gira 
360° completos, lo que hace que cada sitio catalitico pase en 
forma secuencial por las conformaciones L,Ty 0. Este meca¬ 
nismo se ilustra en la figura 5-27 y se describe con detalle en 
su pie. Como se indica en la figura 5-27 a, la condensation de 
ADP y P para formar ATP ocurre cuando cada subunidad 
esta en la conformation T. Como se senala en la figura 5-23 b, 
la subunidad epsilon se relaciona con la portion “inferior” de la 
subunidad gamma y las dos subunidades rotan juntas como una 
unidad fija. 

Se ba obtenido evidencia directa de la rotation de la 
subunidad gamma respecto de las subunidades a(3 en diversos 
experimentos. Si “ver es creer”, entonces la demostracion mas 
convincente proviene del trabajo de Masasuke Yoshida y cola- 
boradores en el Institute de Tecnologia de Tokio y la Universidad 
Keio en Japon en 1997. Estos investigadores disenaron un 
sistema ingenioso para observar la enzima cuando cataliza la 
reaction inversa de la que ocurre en la celula en condiciones 
normales. Primero, prepararon una version con modificaciones 
geneticas de la portion operativa de la sintetasa de ATP, con- 
sistente en tres subunidades alfa, tres subunidades beta y una 
subunidad gamma (a 3 P 3 y) (fig. 5-28). Este complejo polipep- 
tidico se fijo por su cabeza a un cubreobjetos de vidrio y se 
conecto un pequeno filamento de actina, con marca fluorescen- 
te al extremo de la subunidad gamma que se proyectaba hacia 
el medio (fig. 5-28). Cuando se incubo la preparation con ATP 
y se observo en el microscopio, se vio que los filamentos de 
actina con marca fluorescente rotaban como helices microsco- 



FIGURA 5-28 Observation directa de la catalisis rotatoria. Para realizar el 
experimento se preparo una version modificada de una porcion de la sinte¬ 
tasa de ATP consistente en a 3 P 3 y. Cada subunidad beta se modified para 
contener 10 residuos de histidina en su extremo N, un sitio localizado en la 
cara externa (matriz) de la cabeza F r Las cadenas laterales de la histidina 
tienen gran afinidad por una sustancia (Ni-NTA) que se utilizo para cubrir 
el cubreobjetos. La subunidad gamma se modified mediante la sustitucion 
de uno de los residuos de serina cercanos al extremo del tallo por un resi- 
duo de cisteina, lo cual suministro un medio para unir el filamento de actina 
con marca fluorescente. En presencia de ATP se observo que el filamento 
de actina se mueve en sentido levogiro (cuando se ve desde el lado de la 
membrana). Cuando las concentraciones de ATP son bajas, se pudo advertir 
que los filamentos de actina giran en pasos de 120°. (Reimpresa con auto- 
RIZACION DE H. NojI, ET AL., CORTESIA DE MASASUKE YoSHIDA, NATURE 

386:300,1997. © 1997, Macmillan Magazines Limited.) 
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picas impulsadas por la energia liberada cuando las moleculas 
de ATP se unian e hidrolizaban por los sitios cataliticos de las 
subunidades beta. 

En fechas mas recientes, un tipo similar de complejo Fj 
fue “forzado” a realizar la actividad mas desafiante de la que se 
realiza de manera normal dentro de la celula: la sintesis de ATP. 
En este estudio, una cuenta magnetica microscopica se fijo a la 
subunidad y de una molecula F, individual y luego se le hizo 
girar en el sentido de las manecillas del reloj al someter a la pre¬ 
paration a un campo magnetico giratorio. Cuando una de estas 
moleculas F 1 se coloco dentro de una microcamara transparente 
en presencia de ADP y P ; , la rotation forzada de la subuni¬ 
dad y condujo a la sintesis de ATP, que se acumulo hasta con- 
centraciones de pM. Como se esperaria con base en el modelo, 
se sintetizaron tres moleculas de ATP con cada giro de 360°. 
Cuando se retiro el campo magnetico, la subunidad y giro de 
manera espontanea en el sentido inverso, impulsando la hidro- 
lisis del ATP recien sintetizado. En conjunto, estos innovadores 
experimentos de bioingenieria demuestran de manera inequivo- 
ca que la sintetasa de ATP opera como un motor rotatorio. 

Las maquinas rotatorias son frecuentes en las sociedades 
industrializadas; se utilizan turbinas rotatorias, taladros rota- 
torios, ruedas y helices rotatorias, por mencionar solo algunas. 
Sin embargo, los instrumentos rotatorios son muy raros en los 
organismos vivos. Por ejemplo, no hay organelos en las celu- 
las eucariotas, articulaciones ni estructuras de alimentation 
rotatorios en el mundo biologico. De hecho, solo se conocen 
dos tipos de estructuras biologicas que contienen partes rotato¬ 
rias: las sintetasas de ATP (y proteinas afines que actuan como 
bombas ionicas) y los flagelos bacterianos (que se ilustran en 
la figura 1-14 a, recuadro) y ambos pueden describirse como 
“nanomaquinas” rotatorias porque su tamano se mide en nano¬ 
metros. Los ingenieros ya comenzaron a inventar instrumentos 
a escala nanometrica elaborados con materiales inorganicos que 
algun dia podrian realizar varios tipos de actividades mecanicas 
submicroscopicas. La construction de motores de dimensiones 
nanometricas implica un reto particular y ya comenzaron los 
intentos para usar la sintetasa de ATP para impulsar dispositi- 
vos inorganicos simples. Algun dia, los seres humanos podrian 
emplear ATP en lugar de electricidad para impulsar algunos de 
sus instrumentos mas delicados. 

Uso del gradiente de protones para impulsar los meca- 
nismos cataliticos: la funcion de la portion F 0 de la sinte¬ 
tasa de ATP Para 1997 ya se tenia un conocimiento detallado 
de los mecanismos operativos del complejo F 3 , pero aun debian 
responderse preguntas importantes sobre la estructura y funcion 
de la portion F 0 de la enzima unida a la membrana. Las mas 
importantes eran: ^cual es el camino que toman los protones 
cuando se mueven por el complejo F 0 y como es que este movi- 
miento conduce a la sintesis de ATP? Al respecto se postulo lo 
siguiente: 

1. Las subunidades c de la base F„ se ensamblaban en un anillo 
que se encuentra dentro de la bicapa de lipidos (como en la 
figura 5-23 b). 

2. El anillo c esta unido con la subunidad gamma del tallo. 

3. El movimiento “colina abajo”de los protones por la membra¬ 
na impulsa la rotation del anillo de subunidades c. 


4. La rotation del anillo c de F fl proporciona la fuerza de torsion 
(torque) que impulsa la rotation de la subunidad gamma uni¬ 
da, lo que conduce a la sintesis y liberation de ATP. 

Todas estas suposiciones se han confirmado. A continuation se 
describe cada uno de estos aspectos con mas detalle. 

Un conjunto de evidencias, incluidas la cristalografia por 
rayos X y la microscopia con fuerza atomica, demostro que las 
subunidades c en realidad estan organizadas en un circulo para 
formar un complejo anular (fig. 5-24). Las micrografias elec- 
tronicas de alta resolution indican que las dos subunidades b 
y la subunidad a del complejo F 0 estan fuera del anillo de las 
subunidades c, como se muestra en la figura 5-23. Se cree que 
las subunidades b son sobre todo componentes estructurales de 
la sintetasa de ATP. Las dos subunidades b alargadas forman 
un talloperiferico que conecta las porciones F 0 y Fj de la enzima 
(fig. 5-23 b) y se piensa que junto con la subunidad delta de F 3 
sostienen las subunidades a 3 (3 3 en una position fija mientras la 
subunidad gamma gira dentro del centra del complejo. 

La rotation del anillo c de F 0 durante la sintesis de ATP ya 
se demostro de manera experimental en preparaciones de mem¬ 
brana, lo que confirma que tanto el anillo c como la subunidad 
gamma actuan como rotores durante la actividad enzimatica. 
^Como se conectan estas dos “partes moviles”? Cada subunidad 
c esta formada como una horquilla: contiene dos helices trans- 
membranosas conectadas por un asa hidrofoba que se proyecta 
hacia la cabeza F r Se piensa que las asas hidrofilicas situadas en 
la parte superior de las subunidades c forman un sitio de union 
para las bases de las subunidades gamma y epsilon, que juntas 
actuan como un “pie” que se une con el anillo c (figs. 5-23b y 
5-29). Como resultado de esta union, la rotation del anillo c 
hace girar tambien a la subunidad gamma unida. 

El mecanismo por el cual los movimientos de H + impul- 
san la rotation del anillo c es mas complejo y no se ha com- 
prendido bien. La figura 5-29 presenta un modelo de la forma 
en que los iones H + podrian fluir por el complejo F Q . Durante 
la explication siguiente del modelo hay que tener en mente: a) 
que las subunidades del anillo c pasan en forma sucesiva por 
una subunidad estacionaria a, y b) que los protones se recogen 
del espacio intermembranoso uno a la vez por cada subunidad 
c y se transportan por un circulo completo antes de liberarse en 
la matriz. En este modelo, cada subunidad a tiene dos medios 
canales que estan separados entre si. Un medio canal conduce 
del espacio intermembranoso (citosolico) hacia el centra de la 
subunidad a y el otro lleva del centra de la subunidad a hacia 
la matriz. Se propuso que cada proton se mueve del espacio 
intermembranoso a traves del medio canal y se une con un resi- 
duo de acido aspartico de carga negativa situado en la superficie 
de la subunidad c adyacente (fig. 5-29). La union del proton con 
el grupo carboxilo genera un cambio mayor en la conformation 
de la subunidad c que hace que esta rote unos 30° en sentido 
levogiro. El movimiento de la subunidad c recien unida al proton 
hace que la subunidad adyacente en el anillo (que se unio con 
un proton en un paso previo) se alinee con el segundo medio 
canal de la subunidad a. Una vez ahi, el acido aspartico libera su 
proton relacionado, el cual se difunde a la matriz. Despues de la 
separation del proton, la subunidad c regresa a su conformation 
original y esta lista para aceptar otro proton del espacio inter¬ 
membranoso y repetir el ciclo. 
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anillo c y la subunidad gamma, asi como la sintesis y liberacion 
de tres moleculas de ATP. Si el anillo c contuviera mas o menos 
12 subunidades, la proporcion H + /ATP cambiaria, pero esto es 
facil de adaptar al modelo basico de rotacion impulsada por pro¬ 
tones que se muestra en la figura 5-29. 


FIGURA 5-29 Modelo en el cual se une la difusion de protones con la 
rotacion del anillo c del complejo F Q . Como se explica en el texto, en este 
modelo se propuso que cada proton del espacio intermembranoso entra a un 
semicanal dentro de la subunidad a y luego se une con un residuo de acido 
aspartico (Asp61 en E. coli) accesible en una de las subunidades c. La union 
con protones induce un cambio en la conformacion que hace que el anillo 
se mueva unos 30°. El proton unido se transporta un circulo completo por 
la rotacion del anillo c y luego se libera en un segundo semicanal que se abre 
hacia la matriz. Una sucesion de protones que impulsen esta actividad hace 
que el anillo c gire en sentido levogiro, como se muestra. 


De acuerdo con este modelo, el acido aspartico de cada 
subunidad c actua como un portador giratorio de protones. Un 
proton salta al portador en un sitio seleccionado para que lo 
recoja y luego lo transporta en un circulo antes de liberarlo en 
un punto seleccionado para hacerlo. El movimiento del anillo se 
impulsa por los cambios en la conformacion relacionados con la 
union y disociacion secuencial con los protones del residuo de 
acido aspartico de cada subunidad c. En la pagina 200 se senalo 
que ya se demostro que el anillo c contiene entre 10 y 14 sub¬ 
unidades, segun sea la fuente. Para simplificar la explication, se 
describe un anillo c formado por 12 subunidades, como se ilus- 
tra en la figura 5-29. En este caso, la asociacion/disociacion de 
cuatro pro tones en la forma descrita moveria el anillo 120°. El 
movimiento del anillo c en 120° impulsaria la rotacion corres- 
pondiente de la subunidad gamma unida 120°, lo cual posibilita- 
ria la liberacion de una molecula recien formada de ATP por el 
complejo F r De acuerdo con esta estequiometria, la transloca¬ 
tion de 12 protones produciria la rotacion completa de 360° del 


Otras funciones para la fuerza motriz 
de protones ademas de la sfntesis de ATP 

Aunque la production de ATP puede ser la actividad mas impor- 
tante de las mitocondrias, estos organelos participan en muchos 
otros procesos que requieren el ingreso de energia. A diferencia 
de la mayoria de los organelos que dependen sobre todo de la 
hidrolisis del ATP para impulsar sus actividades, las mitocon¬ 
drias dependen de una fuente alternativa de energia: la fuerza 
motriz de protones. Por ejemplo, esta fuerza motriz de protones 
impulsa la captation de ADP y P ; en las mitocondrias a cam¬ 
bio del ATP e H + , respectivamente. Esta y otras actividades que 
ocurren durante la respiration aerobica se resumen en la figura 
5-30. En otros ejemplos, la fuerza motriz de protones puede 
usarse como fuente de energia para “tirar” de los iones de calcio 
hacia la mitocondria, impulsar la reaction de la transhidrogenasa 
que conduce a la production de NADPH, el poder reductor de 
la celula (pag. 114), y hacer que polipeptidos especificos ingresen 
a la mitocondria desde la matriz (fig. 8-47). 

En el capitulo 3 se explico de que modo los niveles de ATP 
tienen un papel importante en el control de la velocidad de la 
glucolisis y el ciclo del acido tricarboxilico mediante la regula¬ 
tion de la actividad de enzimas clave. Dentro de la mitocondria, 
el nivel de ADP es el factor determinante de la velocidad respi- 
ratoria. Cuando los niveles de ADP son bajos, los de ATP casi 
siempre son altos, por lo que no hay necesidad de oxidar mas 
sustrato para proporcionar electrones a la cadena respiratoria. 
En estas condiciones, la sintesis de ATP es escasa, por lo que 
los protones no pueden reingresar a la matriz mitocondrial a 
traves de la sintetasa de ATP. Esto conduce a la acumulacion 
sostenida de fuerza motriz de protones, lo que a su vez inhibe las 
reacciones de bombeo de protones en la cadena de transporte de 
electrones y el consumo de oxigeno por la oxidasa de citocromo. 
Cuando la proporcion ATP/ADP disminuye, el consumo de 
oxigeno aumenta en forma subita. Ya se demostro que muchos 
factores influyen en la velocidad de la respiration mitocondrial, 
pero las vias que regulan la respiration no se conocen bien. 


REVISION 


1. Describa la estructura basica de la sintetasa de ATP. 

2. Describa los pasos en la sintesis de ATP de acuerdo con 
el mecanismo de cambio en la union. 


3. Describa parte de la evidencia que apoya el mecanismo 
de cambio de union. 


4. Describa un mecanismo propuesto en el que la difusion 
de protones del espacio intermembranoso a la matriz 
impulse la fosforilacion de ADP. 


















5.6 PEROXISOMAS 


207 


Sintetasa 
de ATP 



Espacio 

intermembranoso 


H+ Acido piruvico 

(c 3 > 


FIGURA 5-30 Resumen de las principales activida- 
des durante la respiration aerobica en una mito- 

condria. 


5.6 PEROXISOMAS _ 

Los peroxisomas son vesfculas simples limitadas por 
membranas (fig. 5-3 la) con un diametro de 0.1 a 1.0 pm que 
pueden contener un centra denso y cristalino de enzimas oxida- 
tivas. Los peroxisomas (o microcuerpos, como se les llama tam- 
bien) son organelos con multiples funciones y contienen mas 
de 50 enzimas que participan en actividades tan diversas como 
la oxidation de acidos grasos de cadena muy larga (VLCFA, 
aquellos con cadenas que tienen 24 a 26 carbonos) y la sintesis 
de plasmalogenos, que es una clase inusual de fosfolipidos en los 
que uno de los acidos grasos esta unido con el glicerol median- 
te un enlace eter en lugar de uno ester. Los plasmalogenos son 


FIGURA 5-31 Estructuray fimcion de los peroxisomas. a) Micrografia elec- 
tronica de los peroxisomas purificados aislados por centrifugation a traves 
de un gradiente de densidad de sacarosa. En la figura 6-23 se muestra la 
micrografia electronica de un peroxisoma dentro de una celula vegetal, b) 
Los peroxisomas contienen enzimas que realizan la reduction en dos pasos 
del oxigeno molecular hasta agua. En el primer paso, una oxidasa retira elec- 
trones de diversos sustratos (RH 2 ), como el acido urico o aminoacidos. En 
el segundo paso, la enzima catalasa convierte en agua el peroxido de hidro- 
geno formado en el primer paso. ( A , tomada de Y. Fujiki, et al., J Cell 
Biol 93:105,1982. Con autorizacion de los derechos reservados de 
Rockefeller University Press.) 




(b) 
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muy abundantes en las vainas de mielina que aislan los axones 
del cerebro (fig. 4-5). Las anomallas en la slntesis de plasma- 
logenos pueden dar origen a disfuncion neurologica grave. La 
enzima luciferasa, que genera la luz que emiten las luciernagas, 
tambien es una enzima peroxisomica. Los peroxisomas se consi- 
deran en este capitulo porque comparten varias propiedades con 
las mitocondrias: ambos organelos se forman por la separation 
de organelos preexistentes; ambos tipos de organelos importan 
proteinas ya formadas del citosol (section 8.9) y los dos partici- 
pan en tipos similares de metabolismo oxidativo. De hecho, por 
lo menos una enzima, la aminotransferasa de alanina/glioxilato, 
se encuentra en las mitocondrias de algunos mamiferos (p. ej., 
gatos y perros) y en los peroxisomas de otros (p. ej., conejos y 
seres bumanos). 

Estos organelos se llamaron “peroxisomas” porque son el 
sitio de donde se sintetiza y degrada el peroxido de bidrogeno 
(H 2 0 2 ), un agente oxidante muy reactivo y toxico. El peroxi¬ 
do de hidrogeno se produce por action de varias enzimas 
peroxisomicas, incluida la oxidasa de urato, oxidasa de glucolato 
y oxidasas de aminoacidos, que utilizan oxigeno molecular para 
oxidar sus sustratos respectivos (fig. 5-31^). El H 2 0 2 genera- 
do en estas reacciones se degrada pronto mediante la enzima 
catalasa, que esta presente en grandes concentraciones en estos 
organelos. La importancia de los peroxisomas en el metabolis¬ 
mo humano resulta evidente en la section Perspectiva humana 
de este capitulo. 

Los peroxisomas tambien existen en las plantas. Las plantas 
de semillero contienen un tipo especializado de peroxisoma, 11a- 
mado glioxisoma (fig. 5-32). Las plantas de semillero dependen 
de los acidos grasos almacenados para obtener energia y mate- 
riales a fin de formar una nueva planta. Una de las principales 
actividades metabolicas de estas plantas jovenes es la conversion 
de los acidos grasos almacenados en carbohidrato. La degra¬ 
dation de los acidos grasos almacenados genera acetil-CoA, la 
cual se condensa con oxaloacetato para formar citrato, que luego 
se convierte en glucosa por efecto de una serie de enzimas del 
ciclo del glioxilato localizadas en el glioxisoma. La funcion de 
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FIGURA 5-32 Localization del glioxisoma dentro de las plantas de semi- 

llero. Micrografia optica de un corte a traves de los cotiledones de semillas 
de algodon empapadas. Los glioxisomas, que se ven como pequenas estruc- 
turas oscuras (flecha), se hicieron visibles mediante tincion citoquimica para 
la enzima catalasa. (Tomada de Kent D. Chapman y Richard N.Tre- 
lease. J Cell Biol 115:998,1991. Con autorizacion de los derechos 

RESERVADOS DE ROCKEFELLER UNIVERSITY PRESS.) 


los peroxisomas en el metabolismo de las celulas de la hoja se 
describe en la section 6.6. 



1. ,;Cuales son algunas de las principales actividades de los 
peroxisomas?, ^cual es la funcion de la catalasa en estas 
actividades? 


2. ^Que similitudes tienen los peroxisomas con las mito¬ 
condrias?, ^de que manera son unicos? 


■■■■■■■■■ 

PERSPECTIVA HUMANA 


Enfermedades consecutivas a la funcion anormal 
de mitocondrias o peroxisomas 


Mitocondrias 

En 1962, Rolf Luft de la Universidad de Estocolmo en Suecia publico 
un estudio sobre mitocondrias aisladas de una mujer que habia sufrido 
fatiga y debilidad muscular por un periodo prolongado y que ademas 
tenia una tasa metabolica y temperatura corporal elevadas. Las mito¬ 
condrias de esta paciente mostraban cierta libertad del control respi- 
ratorio normal. En condiciones normales, cuando los niveles de ADP 
son bajos, las mitocondrias aisladas suspenden la oxidation de sustrato. 
En contraste, las mitocondrias de esta paciente continuaban la oxida¬ 


tion del sustrato a gran velocidad, incluso en ausencia de ADP para 
fosforilar, lo que producia calor en lugar de un trabajo mecanico. Desde 
ese informe initial se han descrito diversos trastornos cuyo origen se 
rastrea hasta anormalidades en la estructura y funcion mitocondriales. 
Segun sean las circunstancias descritas mas adelante, la gravedad de 
estos padecimientos varia desde enfermedades que causan la muerte 
durante la lactancia, trastornos que producen convulsiones, ceguera, 
sordera o episodios parecidos a apoplejia, hasta alteraciones leves carac- 
terizadas por intolerancia al ejercicio o espermatozoides inmoviles. Los 
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(a) 


FIGURA 1 Anormalidades mitocondriales en musculo esqueletico. a) 

Fibras rojas desgarradas. Estas fibras musculares degeneradas provienen de 
una biopsia de un paciente y muestran acumulaciones de “manchas” rojas 
justo debajo de la membrana plasmatica de la celula, que se deben a la proli¬ 
feration anormal de las mitocondrias. b) Micrograffa electronica que mues- 



(b) 


tra inclusiones cristalinas dentro de la matriz mitocondrial de las celulas de 
un sujeto con mitocondrias anormales. (A, Cortesia de Donald R. Johns; 
B, tomada de John A. Morgan-Hughes y D. N. Landon, en Myology, 
2nd ed. A. G. Engel y C. Franzini-Armstrong (eds.), McGraw-Hill, 
1994.) 


pacientes con alteraciones graves casi siempre tienen fibras musculares 
esqueleticas anormales que contienen grandes agregados perifericos de 
mitocondrias (fig. la). El examen mas detenido de las mitocondrias 
revela grandes cantidades de inclusiones anormales (fig. lb). 

Mas de 95% de los polipeptidos de la cadena respiratoria son 
codificados por genes que residen en el nucleo. Y sin embargo, la mayo- 
ria de las mutaciones vinculadas con enfermedades mitocondriales se 
ha rastreado hasta mutaciones en el DNA mitocondrial, o mtDNA. 
Los trastornos mas graves casi siempre se originan de mutaciones (o 
deleciones) que afectan genes que codifican RNA de transferencia 
mitocondrial, el cual es necesario para la sintesis de los 13 polipeptidos 
producidos en las mitocondrias humanas. Como todos los genes que 
estan en el mtDNA codifican proteinas necesarias para la fosforilacion 
oxidativa, se esperaria que todos los tipos de mutaciones en el mtDNA 
ocasionaran un fenotipo clinico similar. Esta claro que no es asi. 

La herencia de los trastornos mitocondriales contrasta en varias 
formas con la herencia mendeliana de los genes nucleares. Las mito¬ 
condrias presentes en las celulas de un embrion humano provienen 
exclusivamente de las mitocondrias que estaban en el ovulo al momen¬ 
ta de la conception, sin contribution alguna del espermatozoide que lo 
fecundo. Por consiguiente, los trastornos mitocondriales se heredan por 
linea materna. Ademas, es posible que las mitocondrias de una celula 
contengan una mezcla de mtDNA normal (tipo nativo) y mutante, un 
trastorno conocido como heteroplasmia. El nivel de mtDNA mutante 
varia de un organo a otro en la misma persona y los sintomas suelen 
aparecer solo cuando en un tejido particular predominan las mitocon¬ 
drias con la information genetica defectuosa. A causa de esta variabili- 
dad, los miembros de una familia portadora de la misma mutation en el 
DNA mitocondrial pueden tener sintomas muy diferentes. 

Otra diferencia entre el DNA nuclear y mitocondrial es que el 
primero esta protegido contra dano por varios sistemas de reparation 
de DNA (section 13.2). El DNA mitocondrial tambien puede estar 
sujeto a niveles altos de radicales de oxlgeno mutagenos (pag. 34). Por 
estas razones, el DNA mitocondrial tiene un Indice de mutaciones 10 
veces mayor que el DNA nuclear. Existe una probabilidad particular 


de que haya mutaciones mitocondriales en las celulas que permanecen 
en el cuerpo por mas tiempo, como las de los tejidos nervioso y mus¬ 
cular. Varias afecciones neurologicas comunes de initio en el adulto, en 
particular la enfermedad de Parkinson, podrlan ser consecuencia de 
cambios degenerativos de la funcion mitocondrial. Al principio, esta 
posibilidad surgio a la luz por primera vez a principios del decenio de 
1980, cuando varios drogadictos llegaron a los hospitales con initio 
subito de temblores musculares intensos caracteristicos de la enfer¬ 
medad de Parkinson avanzada en ancianos. Se descubrio que estos 
sujetos se habian inyectado una heroina sintetica por via intravenosa 
que estaba contaminada con un compuesto llamado MPTP. Estudios 
posteriores revelaron que el MPTP causa dano en el complejo I de la 
cadena respiratoria mitocondrial, lo que condujo a la muerte de las 
celulas nerviosas en la misma region del cerebro (la sustancia negra) 
que se afecta en pacientes con enfermedad de Parkinson. Cuando 
se estudiaron luego las celulas de la sustancia negra de las personas 
con esta enfermedad tambien se encontro que mostraban una dimi¬ 
nution marcada y selectiva de la actividad del complejo I. En fechas 
mas recientes, las investigaciones han referido la exposition a ciertos 
pesticidas, en especial rotenona, un inhibidor conocido del complejo I, 
como factores de riesgo ambientales para el desarrollo de enfermedad 
de Parkinson. La administration de rotenona a ratas causa destruc¬ 
tion de las neuronas productoras de dopamina, algo caracteristico de la 
enfermedad en seres humanos. El posible vinculo entre la rotenona y 
la enfermedad de Parkinson esta en estudio. 

Desde hace mucho se ha especulado que la acumulacion gra¬ 
dual de mutaciones en el mtDNA es un factor causal importante en 
el envejecimiento humano. Esta hipotesis es alimentada por el hecho 
de que las celulas tomadas de personas mayores tienen mayor canti- 
dad de mutaciones en el mtDNA comparadas con las mismas celu¬ 
las de individuos mas jovenes. Pero, ,;son estas mutaciones una causa 
de envejecimiento o simplemente una consecuencia de un proceso de 
envejecimiento subyacente mas basico que afecta muchas propiedades 
fisiologicas? La evidencia mas fuerte en apoyo de las mutaciones del 
mtDNA como causa subyacente del envejecimiento proviene de estu- 
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dios con ratones modificados por ingenieria genetica de tal modo que 
su mtDNA acumula tres a ocho veces mas mutaciones que sus herma- 
nos normales de la misma camada. Estos ratones “mutadores” parecen 
normales durante los primeros seis a nueve meses de edad, pero enton- 
ces desarrollan rapidamente signos de envejecimiento prematuro, como 
decremento auditivo, encanecimiento y osteoporosis (fig. 2). Mientras 
que los ratones testigo tienen un lapso de vida de mas de 850 dias, los 
miembros del grupo experimental solo viven unos 450 dias. Resulta 
interesante que los animales modificados geneticamente no presenten 
indicios de mayor dano oxidativo (por radicales fibres), asi que no es 
claro como es que el aumento en la tasa de mutation del mtDNA causa 
este fenotipo. Tambien es importante considerar las limitaciones de este 
tipo de estudio. Las mutaciones en el mtDNA pueden ser suficientes 
para hacer que un animal envejezca prematuramente, pero no son parte 
obligada del proceso de envejecimiento normal. Ademas, queda por ver 
si este tipo de envejecimiento acelerado ocurre por la misma via que el 
normal. 

Peroxisomas 

El sindrome de Zellweger es una rara anomalia hereditaria reconocible 
por diversas alteraciones neurologicas, visuales y hepaticas que causan 
la muerte en la lactancia temprana. En 1973, Sidney Goldfischer y 
colaboradores del Albert Einstein College of Medicine informaron que 
las celulas hepaticas y renales de estos pacientes carecian de peroxiso¬ 
mas. Las investigaciones posteriores revelaron que los peroxisomas no 
estaban del todo ausentes de las celulas de estas personas, sino que se 
encontraban en la forma de “fantasmas” membranosos vacios, esto es, 
que estos organelos carecian de las enzimas normales de los peroxiso¬ 
mas. No es que estos sujetos sean incapaces de sintetizar las enzimas 
peroxisomicas, sino que las enzimas no se importan a los peroxisomas 
y permanecen en el citosol, donde son incapaces de realizar sus fun- 
ciones normales. Los estudios geneticos de las celulas de pacientes con 
sindrome de Zellweger mostraron que el trastorno puede precipitarse 
por mutaciones en 12 genes distintos, por lo menos, todos los cuales 
codifican proteinas que participan en la captation de enzimas peroxi¬ 
somicas del citosol. 

A diferencia del sindrome de Zellweger, que afecta a una gran 
variedad de funciones peroxisomicas, varios de los trastornos heredi- 
tarios se caracterizan por la ausencia de una sola enzima peroxisomica. 
Una de estas anormalidades por deficiencia de una sola enzima es la 
suprarrenoleucodistrofia (ALD), que fue tema de la pelicula Lorenzo’s 



FIGURA 2 Fenotipo de envejecimiento prematuro causado por aumento de 
la frecuencia de mutaciones en el mtDNA. La fotografia muestra un raton 
normal de 13 meses de edad y su hermano de la misma camada “viejo”, cuyo 
DNA mitocondrial alberga un numero anormalmente alto de mutaciones. 
Este fenotipo de envejecimiento prematuro file causado por una mutation en 
el gen nuclear que codifica la polimerasa de DNA responsable de la duplica¬ 
tion del mtDNA. (Cortesia de Jeff Miller, University of Wisconsin- 
Madison, proporcionada por G. C. Kujoth.) 


Oil, de 1993. Los ninos con esta enfermedad casi nunca presentan 
alteraciones hasta la parte intermedia de la infancia, cuando aparecen 
los sintomas de insuficiencia suprarrenal y disfuncion neurologica. 
La enfermedad se debe a un defecto de una proteina de membrana 
que transporta acidos grasos de cadena muy larga (VLCFA) hacia los 
peroxisomas, donde se metabolizan. En ausencia de esta proteina, 
los VLCFA se acumulan en el cerebro y destruyen las vainas de mielina 
que aislan las celulas nerviosas. En la pelicula Lorenzo’s Oil, los padres 
de un nino afectado por esta enfermedad descubren que una dieta rica 
en ciertos acidos grasos puede retrasar el avance de la enfermedad. Los 
estudios ulteriores han tenido resultados contradictorios sobre el valor 
de esta dieta. 

Varios pacientes con ALD han tenido buenos resultados con el 
trasplante medular, lo cual proporciona celulas normales capaces de 
metabolizar los VLCFA, y con la administration de farmacos (p. ej., 
lovastatina) que pueden reducir los niveles de VLCFA. Tambien se 
planean estudios clinicos con terapia genica. 


SINOPSIS 


Las mitocondrias son organelos grandes formados por una membra¬ 
na externa porosa y una membrana interna muy impermeable, for- 
mada sobre todo por pliegues (crestas) que contienen gran parte de 
los mecanismos necesarios para la respiracion aerobica. La porosi- 
dad de la membrana externa se debe a las proteinas integrales llamadas 
porinas. La configuration de la membrana interna y la fluidez aparente 
de su bicapa facilitan las interacciones de los componentes necesarios 
durante el transporte de electrones y la formation de ATP. La mem¬ 
brana interna rodea una matriz gelatinosa que ademas de proteinas 
contiene un sistema genetico que incluye DNA, RNA, ribosomas y 
todos los mecanismos necesarios para transcribir y traducir la informa- 
cion genetica. Muchas de las propiedades de las mitocondrias pueden 
explicarse con su supuesta evolution a partir de bacterias simbioticas 
antiguas (pag. 180). 

La mitocondria es el centro del metabolismo oxidativo en la celula 
y convierte los productos del catabolismo de carbohidratos, grasas 


y proteinas en energia quimica almacenada en ATP. El piruvato y el 
NADH son los dos productos de la glucolisis. El piruvato se transporta 
a traves de la membrana mitocondrial interna, donde se descarboxila y 
combina con la coenzima A para formar acetil-CoA, la cual se conden- 
sa con oxaloacetato para formar citrato, que alimenta al ciclo del acido 
tricarboxilico. A su paso por las reacciones del ciclo del ATC, se retiran 
dos de los carbonos del citrato y se liberan como C0 2 , que representa 
el estado mas oxidado del atomo de carbono. Los electrones retirados 
de los sustratos se transfieren al FAD y NAD + para formar FADH 2 
y NADH. Los acidos grasos se degradan para formar acetil-CoA, la 
cual alimenta al ciclo del ATC, y los 20 aminoacidos se degradan en 
piruvato, acetil-CoA o productos intermedios del ciclo del ATC. Por lo 
tanto, el ciclo del ATC es la via en la que convergen las principales vias 
catabolicas de la celula (pag. 183). 

Los electrones transferidos de los sustratos al FADH 2 y NADH 
pasan por una cadena de portadores de electrones hasta el 0 2 , lo que 
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libera energia que se emplea para generar un gradiente electroqui- 
mico a traves de la membrana mitocondrial interna. El movimien- 
to controlado de los protones de regreso por la membrana mediante 
una enzima productora de ATP se emplea para impulsar la formacion 
de ATP en el sitio catalitico de la enzima. Cada par de electrones de 
NADH libera energia suficiente para impulsar la formacion de unas 
tres moleculas de ATP, mientras que la energia liberada de un par de 
electrones de FADH 2 permite la formacion de dos moleculas de ATP 
(pag. 187). 

La cantidad de energia liberada como un electron se transfiere de un 
donante (agente reductor) a un receptor (agente oxidante) y puede 
calcularse a partir de la diferencia en el potencial redox entre las dos 
parejas. El potencial redox estandar de una pareja se mide en condi - 
ciones estandar y se compara con la pareja H 2 -H + . El potencial redox 
estandar de la pareja NADH-NAD + es -0.32 V, reflejo del hecho 
de que NADH es un agente reductor fuerte, es decir, que transfiere 
con facilidad sus electrones. El potencial redox estandar de la pareja 
H 2 0-0 2 es +0.82 V, lo que indica que el 0 2 es un agente oxidante 
potente, con gran afinidad por los electrones. La diferencia entre estas 
dos parejas, que equivale a 1.14 V, proporciona una medida de la ener¬ 
gia libre liberada (52.6 kcal/mol) cuando se pasa un par de electrones 
de NADH a lo largo de la cadena transportadora de electrones hasta 
el 0 2 (pag. 189). 

La cadena transportadora de electrones contiene cinco tipos dife- 
rentes de portadores: citocromos que contienen hemo, flavoprotei- 
nas que poseen el nucleotido flavina, proteinas con hierro-azufre, 
atomos de cobre y quinonas. Las flavoproteinas y las quinonas son 
capaces de aceptar y donar atomos de hidrogeno, en tanto que los 
citocromos, atomos de cobre y proteinas hierro-azufre pueden acep¬ 
tar y donar solo electrones. Los portadores de la cadena de transporte 
de electrones estan dispuestos en orden creciente de potencial redox 
positivo. Los diversos portadores se organizan en cuatro complejos 
multiproteicos grandes. El citocromo c y la ubiquinona son portadores 
moviles y emiten electrones entre los grandes complejos. Cuando los 
pares de electrones pasan por los complejos I, III y IV, se traslada una 
cantidad especifica de protones de la matriz a traves de la membrana 
y hacia el espacio intermembranoso. El traslado de protones mediante 
estos complejos transportadores de electrones establece el gradiente de 


protones en el que se almacena la energia. El ultimo de los complejos 
es la oxidasa de citocromo, que transfiere electrones del citocromo c a 
0 2 , y lo reduce para formar agua, paso que tambien retira protones de 
la matriz y contribuye al gradiente de protones (pag. 191). 

La translocacion de protones crea una separacion de carga a traves 
de la membrana, ademas de una diferencia en la concentracion de 
protones. Por consiguiente, el gradiente de protones tiene dos compo- 
nentes, un gradiente de voltaje y otro de pH, cuyas magnitudes depen- 
den del movimiento de otros iones a traves de la membrana. Juntos, los 
dos componentes constituyen una fiierza motriz de protones (Ap). En 
las mitocondrias de los mamiferos, casi 80% de la energia libre de Ap se 
representa por el voltaje y 20% radica en el gradiente del pH (pag. 198). 

La enzima que cataliza la formacion de ATP es un complejo multi- 
proteico grande llamado sintetasa de ATP. La sintetasa de ATP con¬ 
tiene dos partes distintas: una cabeza Fj que sobresale hacia la matriz e 
incluye sitios cataliticos, y una base F 0 que esta incrustada en la bicapa 
de lipidos y forma un canal por el cual se conducen protones del espa¬ 
cio intermembranoso hacia la matriz. En la hipotesis de cambio de 
union para la formacion de ATP, que ya tiene una aceptacion general, el 
movimiento controlado de los protones por la porcion F Q de la enzima 
induce la rotacion de la subunidad gamma de la enzima, la cual transcu- 
rre por el tallo y conecta las porciones F Q y F 1 de la enzima. La rotacion 
de la subunidad gamma se logra con la rotacion del anillo c de la base 
F 0 , inducida por el movimiento de protones a traves de semicanales en 
la subunidad a. La rotacion de la subunidad gamma induce cambios 
en la conformacion de los sitios cataliticos F 1? lo que impulsa la forma¬ 
cion de ATP. La evidencia indica que el paso que requiere energia no 
es la fosforilacion real del ADP, sino la liberacion del ATP producido 
del sitio activo, que ocurre como respuesta a los cambios inducidos en 
la conformacion. Ademas de la formacion de ATP, la fuerza motriz de 
protones tambien suministra la energia necesaria para varias actividades 
de transporte, incluida la captacion de ADP en la mitocondria a cam¬ 
bio de la liberacion de ATP al citosol, la captacion de fosfato e iones 
calcio y la importacion de proteinas mitocondriales (pag. 199). 

Los peroxisomas son vesiculas citoplasmicas unidas a la membrana 
que realizan diversas reacciones metabolicas, incluida la oxidacion de 
urato, glucolato y aminoacidos, con lo que se genera H 2 0 2 (pag. 207). 


PREGUNTAS ANALITICAS 


1. Considerese la reaccion A:H + B ^ B:H + A. Si, en equilibrio, la 
proporcion de [B:H]/[B] es igual a 2.0, se puede concluir que: a) 
B:H es el agente reductor mas potente de los cuatro compuestos; 
b) la pareja (A:H-A) tiene un potencial redox mas negativo que la 
pareja (B:H-B); c) ninguno de los cuatro compuestos es citocro¬ 
mo; d) los electrones relacionados con B tienen mayor energia que 
los relacionados con A. ,:Cuales de las aseveraciones previas son 
verdaderas? Trace una de las semirreacciones para esta oxidorre- 
duccion. 

2. La vesicula membranosa de una particula submitocondrial des¬ 
pues de retirar las esferas ¥ 1 seria capaz de: a) oxidar NADH; b) 
producir H 2 0 a partir de 0 2 ; c) generar un gradiente de pro to¬ 
nes; d) fosforilar ADP. <;Cuales de las afirmaciones anteriores son 
verdaderas?, <;que diferencias habria en la respuesta si los objetos 
estudiados fueran particulas sub mitocondriales intactas tratadas 
con dinitrofenol? 

3. La proteina A es una flavoproteina con un potencial redox de 
—0.2 V. La proteina B es un citocromo con un potencial redox 
de +0.1 V. 


a. Trace las semirreacciones para cada uno de estos dos portado¬ 
res de electrones. 

b. Presente la reaccion que ocurriria si se mezclaran moleculas A 
reducidas y moleculas B oxidadas. 

C. <;Que dos compuestos de la reaccion de la parte b estarian pre- 
sentes en mayor concentracion cuando la reaccion alcanzara el 
equilibrio? 

4. ,:Cual de las siguientes sustancias es el agente reductor mas fuerte: 
ubiquinona, citocromo c, NAD + , NADH, 0 2 o H 2 0?, <;cual es el 
agente oxidante mas fuerte?, ,;cual tiene la mayor afinidad por los 
electrones? 

5. Si se determinara que la membrana mitocondrial interna es per¬ 
meable a los iones cloro, ^que efecto tendria esto en la fuerza motriz 
de protones a traves de la membrana mitocondrial interna? 

6. Observe la cafda de la energia durante el transporte de electrones 
que se muestra en la figura 5-14. ,:En que seria diferente este per- 
fil si el donante de electrones original fuera FADH 2 en lugar de 
NADH? 
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7. <:Esperaria que la importation de P } diera lugar a un descenso de 
la fuerza motriz de protones?, <;por que? 

8. En la carta de potenciales redox estandar del cuadro 5-1, la pare- 
ja oxaloacetato-malato es menos negativa que la pareja NAD + - 
NADH. <:En que forma son consistentes estos valores con la 
transferencia de electrones de malato a NAD + en el ciclo del aci- 
do tricarboxflico? 

9. ,:Cuantos trifosfatos de alta energfa se forman con la fosforilacion 
al nivel del sustrato durante cada giro del ciclo del ATC (conside- 
rense solo las reacciones del ciclo del ATC)?, ^cuantos se forman 
como resultado de la fosforilacion oxidativa?, <;cuantas molecu- 
las de C0 2 se liberan?, ^cuantas moleculas de FAD se reducen?, 
,:cuantos pares de electrones se separan del sustrato? 

10. El ensamblaje de grupos Fe-S, que ocurre en la matriz mitocon- 
drial, es muy vulnerable a la presencia de 0 2 . Dada la importancia 
de las mitocondrias en el metabolismo aerobio, ,:parece ser este un 
lugar improbable para que ocurra dicho proceso? 

11. La cafda de la A G°' de un par de electrones es —52.6 kcal/mol y 
la AG°' de la formation de ATP es +7.3 kcal/mol. Si se forman 
tres moleculas de ATP por cada par de electrones separados del 
sustrato, <;puede concluirse que la fosforilacion oxidativa tiene solo 
una eficiencia de 21.9/52.6 o 42%?, <ipor que? 

12. ,:Esperaria que las mitocondrias con actividad metabolica acidifi- 
caran o alcalinizaran el medio en el que estan suspendidas?, ,;serfa 
distinta su respuesta si trabajaran con partfculas submitocondria- 
les y no con mitocondrias?, <;por que? 

13. Asumase que el movimiento de tres pro tones es necesario para la 
sintesis de una molecula de ATP. Calcule la energfa que se libera 
con el paso de tres pro tones a la matriz (vease la pagina 198 para 
obtener mas information). 

14. ,:Esperarfa que las mitocondrias aisladas pudieran realizar la oxi¬ 
dation de la glucosa con la produccion acompanante de ATP?, 
<;por que?, <;cual serfa un compuesto adecuado para agregar a la 
preparation de mitocondrias aisladas a fin de lograr la sintesis de 
ATP? 

15. Calcule la energfa libre que se libera cuando FADH 2 se oxida por 
0 2 molecular en condiciones estandar. 

16. Con base en el conocimiento sobre la organization de la mito- 
condria y la manera en que genera ATP, responda las preguntas 
siguientes. De una breve explication de cada respuesta. 


a. ^Cual serfa el efecto de la produccion de ATP si se agregara 
una sustancia (protonoforo) que provocara que la membrana 
mitocondrial posibilitara el escape de protones? 

b. ,;Cual serfa el efecto de la reduction del suministro de oxfgeno 
en el pH de la matriz mitocondrial? 

C. Presupongase que el suministro celular de glucosa se reduce en 
proportion considerable. ,:Cual serfa el efecto sobre la produc¬ 
cion de C0 2 en la mitocondria? 

17. Asumase que puede manipular el potencial de la membrana inter¬ 
na de una mitocondria aislada. Se mide el pH de la matriz mito¬ 
condrial y se observa que es de 8.0. El pH de la solution que la 
bana es de 7.0. Se coloca una pinza en la membrana interna con 
un potencial de +59 mV, esto es, que obliga a la matriz a tener un 
valor positivo de 59 mV con respecto al medio. En estas circuns- 
tancias, ,:puede la mitocondria usar el gradiente de protones para 
impulsar la sintesis de ATP? Explique su respuesta. 

18. Supongase que puede sintetizar una sintetasa de ATP que carezca 
de la subunidad gamma. <;C6mo se compararfan los sitios catalfti- 
cos de las subunidades beta de esta enzima entre sf?, <;por que? 

19. Desde el punto de vista funcional, la sintetasa de ATP puede divi- 
dirse en dos partes: un “estabilizador” formado por subunidades 
que no se mueven durante la catalisis y un “rotor” formado por las 
partes moviles. <;Que subunidades de la enzima constituyen cada 
una de estas dos partes?, ,;c6mo se relacionan las estructuras de las 
partes inmoviles del estabilizador de F 0 con las partes inmoviles 
del estabilizador de F 1 ? 

20. Las celulas contienen una protefna llamada F 1 que se une con 
fuerza al sitio catalftico de la sintetasa de ATP, lo que inhibe su 
actividad en ciertas circunstancias. ^Puede pensar en alguna cir- 
cunstancia en la que tal inhibidor pudiera ser util para la celula? 

21. El DNA mitocondrial es duplicado por la enzima polimerasa y 
de DNA. Los ratones “mutadores” que se consideraron en la pagi¬ 
na 210 tenfan este fenotipo porque posefan una polimerasa y que 
tendfa a cometer errores al copiar su plantilla de mtDNA. Se sena- 
laron un par de limitaciones al interpretar estos estudios en termi- 
nos del proceso de envejecimiento normal. <;Que piensa usted que 
podrfa aprenderse al generar ratones que tuvieran una polimerasa 
y superexacta, es decir, una que cometiera menos errores que la 
version normal (silvestre)? 
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La fotosmtesis y el cloroplasto 


6.1 Estructura y funcion 
del cloroplasto 

6.2 Una revision del metabolismo 
fotosintetico 

6.3 La absorcion de luz 

6.4 Unidades fotosinteticas 
y centros de reaction 

6.5 Fotofosforilacion 

6.6 Fijacion del dioxido de carbono 
y la sintesis de carbohidratos 


L as primeras formas de vida sobre la Tierra debieron haber obtenido sus mate- 
rias primas y energia de moleculas organicas simples disueltas en su ambiente 
acuoso. Estas moleculas organicas tuvieron que formarse por medios abioticos, o 
sea como resultado de reacciones quimicas no biologicas que ocurrieron en los oceanos 
primitivos. Por tanto, justo como los seres humanos sobreviven con los nutrimentos que 
toman de su ambiente, del mismo modo debieron ser las formas de vida originales. Los 
organismos que dependian de una fiiente externa de compuestos organicos se llamaron 
heterotrofos. 

El numero de organismos heterotrofos que vivio en la Tierra primitiva debio ser 
muy limitado porque la produccion espontanea de moleculas organicas es muy lenta. La 
evolucion de la vida en el planeta recibio un impulso tremendo con la aparicion de orga¬ 
nismos que empleaban una nueva estrategia metabolica. A diferencia de sus predeceso- 
res, estos organismos podian fabricar sus propios nutrimentos organicos a partir de tipos 
mas sencillos de moleculas inorganicas, como el dioxido de carbono (C0 2 ) y el sulfuro 
de hidrogeno (H 2 S). Los organismos capaces de sobrevivir con C0 2 como su principal 
fuente de carbono se denominan autotrofos. 


Micrografta optica de una celula epidermica viva de una hoja de Arabidopsis thaliana. La celula contiene 
varios cloroplastos, los organelos que alojan la maquinaria fotosintetica de laplanta. En condiciones normales 
los cloroplastos se dividen por fision binaria en la que un solo estrechamiento divide el organelo en dos hijas 
iguales. Esta celulaproviene de unaplanta mutante que se caracteriza por fision asimetrica. El cloroplasto muy 
alargado inicio lafision asimetrica en varios sitios , como lo indican los multiples estrechamientos. Las mutantes 
son invaluables para la identification de genes participantes en todo tipo deprocesos celulares. Por lo general un 
gen solo se vuelve visible cuando funciona maly brinda a los investigadores una idea de la funcion normal del 
gen , en este caso su participation en lafision del cloroplasto. (Cortesi'a de Kevin D. Stokes y Stanislav 
Vitha, Michigan State University.) 
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La manufactura de moleculas organicas complejas a partir 
de C0 2 demanda grandes cantidades de energia. En el curso de 
la evolution surgieron dos tipos principales de autotrofos que 
se distinguen por su fuente de energia. Los quimioautotrofos 
utilizan la energia almacenada en moleculas inorganicas (como 
amoniaco, sulfuro de hidrogeno o nitritos) para convertir el 
C0 2 en compuestos organicos, mientras que los fotoautotro- 
fos emplean la energia radiante del sol para obtener el mismo 
resultado. Como todos los quimioautotrofos son procariotas y su 
contribution relativa a la formation de la biomasa en la Tierra 
es pequena, sus actividades metabolicas no se consideran mas. 
Por otro lado, los fotoautotrofos son los encargados de captu- 
rar la energia que impulsa las actividades de la mayor parte de 
los organismos de la Tierra. El grupo de fotoautotrofos incluye 
plantas y algas eucariotas, varios protistas flagelados y miembros 
de varios grupos de procariotas.Todos estos organismos realizan 
fotosintesis, un proceso en el que la energia de la luz solar se 
transforma en energia quimica que se almacena en carbohidra- 
tos y otras moleculas organicas. 

Durante la fotosintesis se retiran electrones con relativa- 
mente baja energia de un compuesto donador y se convierten 
en electrones de alta energia con la energia absorbida de la luz. 1 
Estos electrones de alta energia se emplean despues en la sintesis 
de moleculas biologicas reducidas, como almidon y aceites. Es 
probable que los primeros grupos de fotoautotrofos, que pudie- 
ron haber dominado la Tierra durante dos mil millones de anos, 
utilizaran sulfuro de hidrogeno como su fuente de electrones 
para la fotosintesis, con la reaction general 

C0 2 + 2 H 2 S —^ (CH 2 0) + H 2 0 + 2 S 

donde (CH 2 0) representa una unidad de carbohidrato. Muchas 
bacterias actuales efectuan este tipo de fotosintesis; la figura 6-1 
muestra un ejemplo. Sin embargo, como en la actualidad el sul¬ 
furo de hidrogeno no es abundante ni se encuentra en cualquier 
parte, los organismos que dependen de este compuesto como 
fuente de electrones se limitan a habitat como los manantiales 
de azufre y respiraderos en la profundidad del oceano. 

Hace cerca de 2 700 millones de anos aparecio en la Tierra 
un nuevo tipo de procariota fotosintetico que podia utilizar una 
fuente mucho mas abundante de electrones, el agua. El uso del 
agua no solo permitio a estos organismos (las cianobacterias) 
explotar una variedad mucho mas amplia de habitat en el plane- 
ta (vease fig. 1-15), tambien produjo un compuesto de desecho 
con consecuencias enormes para todas las formas de vida. El 
producto de desecho era oxigeno molecular (0 2 ), que se forma 
por la reaction general 

C0 2 + H 2 0 (CH 2 0) + o 2 

El cambio de H 2 S a H 2 0 como sustrato para la fotosintesis es 
mas dificil que la sustitucion de una letra por otra. El potential 
redox de la pareja S-H 2 S es -0.25 V en comparacion con +0.816 


1 Vease la nota al pie de la pagina 183 respecto al uso del termino “electrones de 
alta energia”. 



Vesiculas 

fotosinteticas 


FIGURA 6-1 Bacterias fotosinteticas verdes de azufre se encuentran como 
un anillo de celulas perifericas que mantienen una relation simbiotica con 
una sola bacteria anaerobia heterotrofica en el centro de la “colonia”. La bac¬ 
teria heterotrofica recibe materiales organicos producidos por los simbiontes 
fotosinteticos. Las vesiculas fotosinteticas que contienen la maquinaria para 
capturar la luz son visibles en las bacterias verdes del azufre. (Reimpresa 
con autorizacion de Tom Fenchel, Science 296:1070,2002, CORTESIA 
de Kenneth J. Clarke. Derechos reservados 2002, American Asso¬ 
ciation for the Advancement of Science.) 


V de la pareja 0 2 -H,0 (pag. 190). En otras palabras, el atomo 
de azufre en una mofecula de H 2 S tiene mucha menor afinidad 
por sus electrones (y por tanto se oxida con mas facilidad) que 
el atomo de oxigeno en la molecula de agua. En consecuencia, si 
un organismo va a realizar la fotosintesis oxige'nica (liberadora de 
oxigeno) tiene que generar un agente oxidante muy fuerte como 
parte de su metabolismo fotosintetico para tirar de los electro¬ 
nes bien sujetos del agua. El cambio de H 2 S (u otros sustratos 
reducidos) en H 2 0 como fuente de electrones para la fotosinte¬ 
sis requirio una revision de la maquinaria fotosintetica. 

En algun momento de la evolution una de estas cianobac- 
terias ancestrales productoras de oxigeno se alojo dentro de una 
celula proeucariota no fotosintetica que contenia mitocondrias. 
Con el tiempo las cianobacterias simbioticas se transformaron 
de organismos separados que vivian dentro de una celula hospe- 
dadora en un organelo citoplasmico, el cloroplasto. Conforme 
el cloroplasto evoluciono, la mayor parte de los genes que al 
principio estaban presentes en ia cianobacteria simbiotica se 
perdio o se traslado al micleo de la celula vegetal. Como resul¬ 
tado los polipeptidos que se encuentran en los cloroplastos de 
las plantas actuales se codifican en los genomas del micleo y 
del cloroplasto. Los extensos analisis de los genomas del cloro¬ 
plasto sugieren que todos los cloroplastos modernos surgieron 
de una relation simbiotica ancestral unica. Como resultado de 
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su ancestro comun, los cloroplastos y las cianobacterias com- 
parten muchas caracteristicas basicas, inclusive una maquinaria 
fotosintetica similar, que se describe con detalle en las paginas 
siguientes. • 

6.1 ESTRUCTURA Y FUNCION _ 

DEL CLOROPLASTO 

Los cloroplastos se localizan sobre todo en las celulas 
mesofilas de las hojas. La estructura de una hoja y la disposition 
de los cloroplastos alrededor de la vacuola central de una celula 
mesofila se muestran en la figura 6-2. Por lo general los cloro¬ 
plastos de las plantas superiores tienen forma de lente (fig. 6-3), 


miden cerca de 2 a 4 pm de ancho y 5 a 10 pm de largo, y casi 
siempre hay 20 a 40 en cada celula. Sus dimensiones determinan 
que los cloroplastos sean gigantes entre los organelos, tan gran- 
des como un eritrocito de mamifero. Como se ilustra en la foto- 
grafia que abre este capitulo, los cloroplastos surgen por fision 
de cloroplastos preexistentes (o sus precursores no pigmentados, 
que se denominan proplastides). 

Los cloroplastos se identificaron como el sitio de la foto- 
sintesis en 1881 mediante un ingenioso experimento del biolo¬ 
go aleman T. Engelmann. El ilumino la celulas del alga verde 
Spirogyra sp. y encontro bacterias con movimientos activos 
reunidas fuera de la celula, cerca del sitio del gran cloroplasto 
con forma de liston (vease fig. 1-5). Las bacterias usaban las can- 
tidades diminutas de oxigeno liberadas durante la fotosintesis en 
el cloroplasto para su respiration aerobica. 
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FIGURA 6-2 Organization funcional de una hoja. El corte de la hoja 
muestra varias capas de celulas que contienen cloroplastos distribuidos en 
el citoplasma. Estos cloroplastos realizan la fotosintesis y proporcionan asi 
materias primas y energia quimica a toda la planta. 




FIGURA 6-3 Estructura interna de un cloroplasto. a ) Micrograffa electro- 
nica de transition de un solo cloroplasto. La membrana interna se dispone 
en pilas de tilacoides con forma de disco que estan separados de la doble 
membrana externa que forma la envoltura. b) Esquema de un cloroplas¬ 
to que muestra la doble membrana externa y las membranas tilacoides. ( A , 
CoRTESIA DE LESTER K. ShUMWAY.) 
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La cubierta externa de un cloroplasto consiste en una 
envoltura formada por dos membranas separadas por un espacio 
estrecho (fig. 6-3). Como la membrana externa de una mitocon- 
dria, la membrana externa de la envoltura del cloroplasto con- 
tiene varias porinas distintas (pag. 182). Aunque estas proteinas 
poseen canales hasta cierto punto grandes (alrededor de 1 nm), 
muestran cierta selectividad hacia diversos solutos y por tanto es 
probable que tengan una permeabilidad fibre para los metaboli¬ 
tes clave, como a menudo se describe. La membrana interna de 
la envoltura es muy impermeable; las sustancias que la cruzan lo 
hacen solo con la ayuda de diversos transportadores. 

Gran parte de la maquinaria fotosintetica del cloroplasto, 
(aun los pigmentos que absorben la luz, una cadena compleja 
de portadores de electrones y un aparato para sintetizar ATP), 
forma parte de un sistema interno de membrana separado de la 
envoltura de doble capa. La membrana interna del cloroplasto, 
que contiene la maquinaria para trasladar la energia, se organi- 
za en sacos membranosos aplanados llamados tilacoides. Los 
tilacoides estan dispuestos en pilas ordenadas que se denominan 
granos (figs. 6-3 y 6-4). El espacio interior del tilacoide es la luz 
y el espacio fuera de este y dentro de la envoltura del cloroplasto 
es el estroma, que contiene las enzimas encargadas de la sintesis 
de carbohidratos. 

Como la matriz de una mitocondria, el estroma de un 
cloroplasto alberga pequenas moleculas de DNA circular de 
doble cadena y ribosomas similares a los procariotas. Como ya 
se explico, el DNA del cloroplasto es una reliquia del genoma 
de un simbionte interno bacteriano ancestral. Segun el orga- 
nismo, el DNA del cloroplasto contiene entre 60 y 200 genes 
que participan en la expresion genica (p. ej., tRNA, rRNA, pro- 
teinas ribosomicas) o en la fotosintesis. Casi todos los 2 000 a 
3 500 polipeptidos estimados de un cloroplasto se codifican en 
el DNA del nucleo y se sintetizan en el citosol. Una maquina¬ 
ria de transporte especializada incorpora estas proteinas hacia el 
cloroplasto (section 8.9). 

Las membranas tilacoides poseen un alto contenido pro- 
teico y son inusuales porque tienen cantidades mas o menos 
pequenas de fosfolipido. En su lugar, estas membranas albergan 
un alto porcentaje de glucolipidos que contienen galactosa como 
el que se muestra en seguida. 


0 

CH 3 -CH2-CH=CH-CH2-CH=CH-CH2-CH=CH-(CH2)7-C-OCH 2 

0 

CH 3 -CH 2 -CH=CH-CH2-CH=CH-CH2-CH=CH-(CH2)7-C-OCH 



OH 


Monogalactosil diacilglicerol 


Los dos acidos grasos de estos lipidos contienen varios enla¬ 
ces dobles, lo que hace que la bicapa lipidica de las membranas 



0.3 pm 


FIGURA 6-4 Membranas tilacoides. Micrografia electronica de un corte a 
traves de una porcion de un cloroplasto de espinaca que muestra los gra¬ 
nos tilacoides apilados, conectados entre si por estroma tilacoide no apilado 
(o laminas estromales). Las esferas oscuras son granulos de lipidos teni- 
dos con osmio. (Tomada de L. A. Staehelin. En L. A. Staehelin (ed.), 
Encyclopedia of Plant Physiology, vol. 19, p. 23, Springer-Verlag, 
1986.) 


tilacoides sea muy fluida. La fluidez de la bicapa lipidica facilita 
la difusion lateral de complejos proteicos a traves de la membra¬ 
na durante la fotosintesis. 


REVISION 


1. Describa el efecto que se cree que la evolution de las ciano- 
bacterias ejercio en el metabolismo de los organismos. 

2. Describa la organization de las membranas de un cloroplasto. 
<;En que difiere esta organization de la de las mitocondrias? 

3. Distinga entre estroma y luz, membrana de envoltura y mem¬ 
brana tilacoide, autotrofos y heterotrofos. 


6.2 UNA REVISION DEL METABOLISMO _ 

FOTOSINTETICO 

Un avance importante en la comprension de las reacciones 
quimicas de la fotosintesis se produjo a principio del decenio de 
1930 con la proposition de C. B. van Niel, un estudiante graduado 
de la Stanford University. Considerese la ecuacion 
fotosintesis como se presento antes: 

C0 2 + H 2 0 (CH 2 0) + o 2 

La creencia prevaleciente en 1930 sostenia que la energia lumini- 
ca se usaba para dividir el C0 2 , con lo que se liberaba oxigeno 
molecular (0 2 ) y el atomo de carbono se transferia a una molecu- 
la de agua para formar una unidad de carbohidrato (CH 2 0). En 
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1931, van Niel propuso un mecanismo alternative) basado en su 
trabajo con bacterias del azufre. Estaba demostrado que estos 
organismos eran capaces de reducir C0 2 en carbohidratos con la 
energia de la luz sin producir al mismo tiempo 0 2 molecular. La 
reaction propuesta para las bacterias del azufre era: 

C0 2 + 2 H 2 S —^ (CH 2 0) + H 2 0 + 2 S 

Con base en la postulacion de una similitud basica en los proce- 
sos fotosinteticos de todos los organismos, van Niel propuso una 
reaccion general para incluir estas actividades: 

C0 2 + 2 H 2 A —^ (CH 2 0) + H 2 0 + 2 A 

Para producir de una hexosa, como la glucosa, la reaccion seria 

6 C0 2 + 12 H 2 A-^ C 6 H 12 0 6 + 6 H 2 0 + 12 A 

van Niel reconocio que en esencia la fotosintesis era un proce- 
so de oxidacion-reduccion. En la reaccion previa, H 2 A es un 
donante de electrones (agente reductor) y puede representar al 
H 2 0, H 2 S y a otros sustratos reducidos que utilizan los diversos 
tipos de bacterias. Sin embargo, el dioxido de carbono es un 
agente oxidante, que en una celula vegetal se reduce para formar 
una hexosa en la reaccion siguiente: 

6 C0 2 + 12 H 2 0-^ C 6 H 12 0 6 + 6 H 2 0 + 6 0 2 

En este esquema cada molecula de oxigeno no se deriva del 
C0 2 , sino de la descomposicion de dos moleculas de H 2 0, un 


proceso impulsado por la absorcion de la luz. Samuel Ruben y 
Martin Kamen de la University of California, en Berkeley, esta- 
blecieron con claridad la funcion del agua en la formacion del 
oxigeno molecular en 1941. Estos investigadores realizaron expe- 
rimentos en suspensiones de algas verdes con un isotopo mar- 
cado de oxigeno, 18 0, en sustitucion del isotopo usual, 16 0. Una 
muestra de algas se expuso a C[ 18 0 2 ] marcado y agua no mar- 
cada, mientras que otra muestra se expuso a dioxido de carbono 
no marcado y H 2 [ 18 0] marcada. Los investigadores formularon 
una pregunta sencilla: ^cual de las dos muestras de organismos 
fotosinteticos liberaria 18 0 2 ? Las algas que recibieron agua 
marcada produjeron oxigeno marcado, lo que demostro que el 
0 2 que se produjo durante la fotosintesis provino de H 2 0. Las 
algas que recibieron dioxido de carbono marcado produjeron 
oxigeno sin marcar, lo que confirma que el 0 2 no se produce a 
partir de la separation quimica del C0 2 . Contrario a la creencia 
popular, no era el dioxido de carbono el que se dividia en sus dos 
componentes atomicos, sino el agua. La hipotesis de van Niel 
se confirmo. 

La proposition de van Niel puso la fotosintesis en una 
perspectiva diferente; en esencia se convirtio en el inverso de 
la respiration mitocondrial. En tanto la respiration mitocon- 
drial reduce el oxigeno en agua, la fotosintesis en los cloroplastos 
oxida el agua en oxigeno. Puesto que el primer proceso libera 
energia, el ultimo debe necesitarla. La figura 6-5 presenta una 
revision de la termodinamica de la fotosintesis y la respiration 
aerobica. En las paginas siguientes se evidenciaran muchas simi¬ 
litudes entre estas dos actividades metabolicas. 

Los fenomenos de la fotosintesis pueden dividirse en dos 
series de reacciones. Durante la primera etapa, las reacciones 
dependientes de la luz, la energia de la luz solar se absorbe y 


Fotosintesis 



H 

H:C-0H 


Respiracion aerobica 


Mitocondria 




( I ) (agua) 


FIGURA 6-5 Una revision de la energetica de la fotosintesis y la respiracion aerobica. 
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se almacena como energia quimica en dos moleculas biologicas 
clave: ATP y NADPH. Como se explico en el capitulo 3, el ATP 
es la principal fuente celular de energia quimica y el NADPH 
su principal fuente de poder reductor. Durante la segunda etapa, 
las reacciones independientes delaluz (o “reacciones oscuras ”, 
como suelen llamarse), los carbohidratos se sintetizan a partir 
del dioxido de carbono con la energia almacenada en las mole¬ 
culas de ATP y NADPH que se producen en las reacciones 
dependientes de la luz. Se estima que la vida vegetal en la Tierra 
convierte alrededor de 500 mil billones de kilogramos de C0 2 
en carbohidratos cada ano,una cantidad casi 10 000 veces mayor 
que la production bovina anual del mundo. 

A continuation se describen las reacciones dependientes de 
la luz, que son complejas y aun no se comprenden del todo. 


REVISION 


1. ^De que manera es la fotosintesis el inverso de la respi¬ 
ration? 

2. ^Que similitud tiene la fotosintesis no oxigenica que 
emplea H 2 S como fuente de electrones con la fotosin¬ 
tesis oxigenica que utiliza H 2 0 como fuente de elec¬ 
trones? 

3. En terminos generales, ^en que difieren las reacciones 
independientes de la luz de las que dependen de la luz? 
^Cuales son los principales productos de ambos tipos 
de reacciones? 


6.3 A ABSORCION DE LUZ _ 

La luz viaja en paquetes (o cuantos) de energia llamados 
fotones, que pueden considerarse “particulas” de luz. 2 El conte- 
nido de energia de un foton depende de la longitud de onda de 
la luz de acuerdo con la ecuacion 

E = hc/k 

donde h es la constante de Planck (1.58 x 10 -34 cal • seg), c es la 
velocidad de la luz en el vacio y X es la longitud de onda de la luz. 
Mientras mas corta sea la longitud de onda, mayor es el conteni- 
do de energia. Un mol (6.02 x 10 23 ) de fotones con longitud de 
onda de 680 nm, una longitud de onda importante en la fotosin¬ 
tesis, contiene alrededor de 42 kcal de energia, que equivalen al 
cambio en el potential redox de casi 1.8 V (calculado al dividir 
42 kcal entre la constante de Faraday de 23.06 kcal/V). 

La absorcion de la luz es el primer paso en cualquier proce- 
so quimico. Cuando una molecula absorbe un foton, un electron 


2 La idea de que la radiation electromagnetica (p. ej., luz) tiene propiedades tanto 
de onda como de particula surgio a principios del siglo xx a partir del trabajo de 
Max Planck y Albert Einstein, y marco el comienzo del estudio de la mecanica 
cuantica. 


se vuelve lo bastante energetico para trasladarse de un orbital 
interno a uno externo. Se dice que la molecula cambio del esta- 
do de tierra al estado excitado. Como el numero de orbitales en 
los que un electron puede existir es limitado y cada orbital tiene 
un nivel especifico de energia, se deduce que cualquier atomo o 



cificas. 

El estado excitado de una molecula es inestable y cabe 
esperar que dure solo 10 -9 seg. Un electron excitado puede sufrir 
varias consecuencias segun las circunstancias. Considerese una 
molecula de clorofila, que es el pigmento fotosintetico absor- 
bente de luz mas importante. Si el electron de una molecula de 
clorofila excitada regresa al orbital inferior, la energia que habia 
absorbido debe liberarse. Si la energia se libera en forma de calor 
o luz (fluorescencia o fosforescencia), la clorofila regreso al esta¬ 
do de tierra original y la energia del foton no se utilizo. Esto 
es justo lo que se observa cuando una preparation de clorofila 
aislada en solution se ilumina: la solution se vuelve fluorescente 
porque la energia absorbida se emite de nuevo con una longitud 
de onda mayor (o sea, menor energia). Sin embargo, si el mismo 
experimento se realiza en una preparation de cloroplastos aisla- 
dos, solo se observa una fluorescencia debil, lo que indica que 
muy poca de la energia absorbida se disipa. En lugar de eso los 
electrones excitados de las moleculas de clorofila se transfieren 
a los receptores de electrones dentro de las membranas del clo- 
roplasto antes de tener la oportunidad de regresar a orbitales de 
menor energia. Por tanto, los cloroplastos son capaces de apro- 
vechar la energia absorbida antes que se disipe. 

Pigmentos fotosinteticos 

Los pigmentos son compuestos que parecen estar coloreados 
porque solo absorben luz de una longitud de onda particular 
dentro del espectro visible. Las hojas son verdes porque sus clo¬ 
roplastos contienen grandes cantidades del pigmento clorofila, 
que absorbe con mayor intensidad el azul y el rojo, en tanto 
refleja las longitudes de onda verdes intermedias hacia los ojos 
del que las ve. La estructura de la clorofila se muestra en la figu- 
ra 6-6. Cada molecula consiste en dos partes: un anillo de porfi- 
rina que funciona en la absorcion de luz y una cadena de fitol 
hidrofobo que mantiene la clorofila incrustada en la membrana 
fotosintetica. A diferencia de las porfirinas rojas que contienen 
hierro (grupos hemo) de la hemoglobina y la mioglobina, la por- 
firina de la molecula de clorofila contiene un atomo de magne- 
sio. Los enlaces sencillos y dobles alternados a lo largo del borde 
del anillo de porfirina retiran electrones, con lo que se forma una 
nube alrededor del anillo (fig. 6-6). Se dice que los sistemas de 
este tipo son conjugados y absorben intensamente la luz visible. 
La energia absorbida causa una redistribution de la densidad 
electronica de la molecula, lo que a su vez favorece la perdida 
de un electron que se dona a un aceptor apropiado. El sistema de 
enlaces conjugados tambien amplia los picos de absorcion y ello 
permite que las moleculas individuales absorban la energia de 
un rango de longitudes de onda. Estas caracteristicas son evi- 
dentes en un espectro de absorcion de moleculas de clorofila 
purificadas (fig. 6-7). Un espectro de absorcion es una grafica 
de la intensidad de la luz absorbida en relation con su longi¬ 
tud de onda. El rango de longitudes de onda absorbidas por los 
pigmentos fotosinteticos que se hallan dentro de los tilacoides, y 
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FIGURA 6-7 Espectro de absorcion para varios pigmentos fotosinteticos 
de las plantas superiores. El fondo muestra los colores que el ser humano 
percibe para las longitudes de onda del espectro visible. Las clorofilas deben 
absorber con mas intensidad en las regiones violeta-azul y roja del espectro, 
en tanto los carotenoides (p. ej., caroteno beta) tambien absorben en la 
region verde. Las algas rojas y las cianobacterias contienen pigmentos adi- 
cionales (ficobilinas) que absorben en las bandas intermedias del espectro. 


Los organismos fotosinteticos contienen varias clases de 
clorofila que difieren entre si por los grupos laterales unidos al 
anillo de porfirina. La figura 6-6 muestra las estructuras de estos 
pigmentos. Las clorofilas son los principales pigmentos fotosin¬ 
teticos absorbentes de luz, pero las plantas terrestres tambien 
contienen pigmentos accesorios naranja y rojo llamados carote¬ 
noides. Este grupo comprende el caroteno beta, que es un siste- 
ma lineal de dobles enlaces conjugados: 



Caroteno beta 


Clorofila a 

FIGURA 6-6 Estructura de la clorofila a. La molecula consiste en un anillo 
de porfirina (que a su vez se forma con cuatro anillos pirrolicos mas peque- 
nos) con un ion magnesio en el centro y una larga cola de hidrocarburo. La 
sombra verde alrededor del borde de la porfirina indica la deslocalizacion 
de electrones que forman una nube. La estructura de la porfirina con mag¬ 
nesio de la clorofila puede compararse con la porfirina con hierro del hemo 
mostrado en la figura 5-12. La clorofila by la bacterioclorofila a contienen 
ciertas sustituciones, como se indica. Por ejemplo, el grupo —CH 3 del ani¬ 
llo II se sustituye por un grupo —CHO en la clorofila b. La clorofila a se 
encuentra en todos los organismos fotosinteticos productores de oxfgeno, 
pero no en las diversas bacterias del azufre. Ademas de la clorofila a, la clo¬ 
rofila b esta presente en todas las plantas superiores y las algas verdes. Otras 
que no se muestran son la clorofila c, presente en las algas cafes, diatomeas 
y ciertos protozoarios, asf como la clorofila d , que se encuentra en las algas 
rojas. La bacterioclorofila solo se halla en las bacterias verdes y purpura, 
microorganismos que no producen 0 2 durante la fotosfntesis. 


aumenta aun mas porque los pigmentos establecen relaciones no 
covalentes con diversos polipeptidos. 


Los carotenoides absorben la luz sobre todo de la region azul 
y verde del espectro (fig. 6-7), y reflejan las longitudes de onda 
de las regiones del amarillo, el naranja y el rojo. Los carotenoi¬ 
des producen los colores caracteristicos de las zanahorias y las 
naranjas, asi como el de las hojas de algunas plantas durante 
el otono. Los carotenoides desempenan multiples funciones: 
actuan como recolectores secundarios de luz durante la fotosin- 
tesis y extraen el exceso de energia de las moleculas excitadas de 
clorofila y la disipan como calor. Si los carotenoides no absorbie- 
ran este exceso de energia podria transferirse al oxigeno, lo que 
produciria una forma ultrarreactiva de la molecula denominada 
oxigeno sencillo ( 1 0*) que puede destruir moleculas biologicas 
y causar la muerte celular. 

Como la luz que incide sobre la hoja esta compuesta por 
varias longitudes de onda, la presencia de pigmentos con distin- 
tas propiedades de absorcion asegura que un mayor porcentaje 
de los fotones incidentes estimule la fotosintesis. Esto puede 
verse si se examina un espectro de accion (fig. 6-8), que es una 
grafica de la velocidad relativa (o eficiencia) de la fotosintesis 
producida por la luz de varias longitudes de onda. A diferencia 
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FIGURA 6-8 Espectro de accion para la fotosintesis. El espectro de accion 
(representado por la linea roja) indica la eficiencia relativa con la que la 
luz de distintas longitudes de onda puede promover la fotosintesis en las 
hojas de una planta. Puede generarse un espectro de accion si se mide el 
0 2 producido por las hojas despues de la exposition a varias longitudes de 
onda. Las lineas negras indican los espectros de absorcion de cada pigmen- 
to fotosintetico principal. La linea verde muestra el espectro de absorcion 
combinado de todos los pigmentos. 


de un espectro de absorcion, que solo mide las longitudes de 
onda de la luz absorbida por pigmentos particulares, un espec¬ 
tro de accion identifica las longitudes de onda que son efectivas 
para inducir una respuesta fisiologica determinada. El espectro 
de accion para la fotosintesis sigue muy de cerca al espectro de 
absorcion de las clorofilas y los carotenoides, y refleja la partici¬ 
pation de estos pigmentos en el proceso fotosintetico. 


REVISION 


1. ^Cual es la diferencia entre un espectro de absorcion y 
un espectro de accion? 

2. Comparar la estructura, la absorcion y la funcion de las 
clorofilas y los carotenoides. 


6.4 UNIDADES FOTOSINTETICAS _ 

Y CENTROS DE REACCION 

El ano 1932, Robert Emerson y William Arnold del 
California Institute of Technology realizaron un experimento que 
sugeria que no todas las moleculas de clorofila de un cloroplas- 
to participaron en forma directa en la conversion de la energia 
luminica en energia quimica. Estos investigadores usaron sus- 
pensiones del alga verde Chlorella sp. y luces centelleantes de 
duration en extremo corta para determinar la cantidad minima 
de luz necesaria para obtener la production maxima de oxige- 
no. Con base en el numero de moleculas de clorofila presentes 
en la preparation, calcularon que se liberaba una molecula de 
oxigeno durante un destello breve de luz por cada 2 500 mole¬ 
culas de clorofila presentes. Mas tarde Emerson demostro que 


debe absorberse un minimo de ocho fotones para producir una 
molecula de 0 2 , lo que significa que los cloroplastos contienen 
alrededor de 300 veces mas moleculas de clorofila de lo que 
pareceria necesario para oxidar el agua y generar 0 2 . 

Una posible interpretation de este hallazgo es que solo un 
porcentaje muy pequeno de moleculas de clorofila participa en 
la fotosintesis, pero no es asi. Por el contrario, varios cientos de 
moleculas de clorofila actuan juntas como una unidad fotosin- 
tetica en la que solo un miembro del grupo de la clorofila del 
centro de reaccion transfiere en realidad electrones a un recep¬ 
tor. Aunque la mayor parte de las moleculas de pigmento no 
participa en forma directa en la conversion de energia luminica 
en energia quimica, son las encargadas de la absorcion de la luz. 
Estas moleculas de pigmento forman una antena recolectora de 
luz que absorbe fotones de diversas longitudes de onda y trans¬ 
fiere la energia (llamada energia de excitacion) con gran rapidez a 
la molecula de pigmento en el centro de reaction. 

La transferencia de la energia de excitation de una mole¬ 
cula de pigmento a otra es muy sensible a la distancia entre las 
moleculas. Las moleculas de clorofila de una antena se man- 
tienen muy proximas entre si (con menos de 1.5 nm de sepa¬ 
ration) mediante enlaces no covalentes entre los polipeptidos 
de las membranas. Una “regia” que opera entre los pigmentos de 
la antena es que la energia solo puede transferirse a una mole¬ 
cula que requiere una energia igual o menor. En otras palabras, 
la energia nada mas puede pasarse a una molecula de pigmen¬ 
to que absorbe luz de igual o mayor longitud de onda (menor 
energia) que la absorbida por la molecula donante. Conforme 
la energia “recorre”la unidad fotosintetica (fig. 6-9), se transfiere 
de manera repetida a una molecula de pigmento que absorbe 


Moleculas de pigmento antena 



FIGURA 6-9 Transferencia de la energia de excitacion. La energia se trans- 
fiere al azar por una red de moleculas de pigmento que absorben luz con 
longitud de onda cada vez mayor hasta que la energia llega a una clorofila 
en el centro de reaccion, la cual transfiere un electron excitado a un receptor 
primario, como se describe mas adelante en este capitulo. 
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una longitud de onda mayor. A1 final la energia se transfiere 
a una clorofila del centra de reaction, la cual absorbe luz con 
mayor longitud de onda que cualquiera de sus vecinas. Una vez 
que el centra de reaction recibe la energia, el electron excitado 
por la absorcion de la luz puede transferirse a su receptor. 

Formation de oxfgeno: coordination 
de la actividad de dos sistemas 
fotosinteticos diferentes 

La evolution de los organismos capaces de utilizar H 2 0 como 
fuente de electrones se acompano de grandes cambios en la 
maquinaria fotosintetica. La razon de estos cambios se reve¬ 
la al considerar las caracteristicas energeticas de la fotosinte- 
sis oxigenica (liberadora de 0 2 ). La pareja 0 2 -H 2 0 contiene 
un potential redox estandar de +0.82 V, mientras que el de la 
pareja NADP + -NADPH es -0.32 V (cuadro 5-1, pag. 190). 


La diferencia entre los potentiates redox de estas dos parejas 
(1.14 V) proporciona una medida de la energia minima que el 
sistema debe absorber para retirar un electron del agua y pasarlo 
al NADP + bajo condiciones estandar. Sin embargo, las celulas no 
operan en condiciones estandar y la transferencia de electrones 
de H,0 a NADP + requiere mas que el ingreso minimo de ener¬ 
gia. Se estima que durante las operaciones reales en el cloroplas- 
to se utilizan mas de 2 V de energia para efectuar esta reaction 
de oxidation-reduction. (Este valor de 2 V se estimo a partir de 
la escala que esta al lado izquierdo de la figura 6-10, que va 
de menos de +1 V a mas de -1 V.) En la pagina 219 se senalo 
que un mol de fotones con longitud de onda de 680 nm (luz roja) 
equivale a un cambio en el potential redox de 1.8 V. Por tanto, 
aunque en teoria es posible que un foton de luz roja impulse un 
electron al nivel energetico necesario para reducir NADP + en 
condiciones estandar (es decir, 1.14 V), el proceso se realiza en la 
celula mediante la action combinada de dos reacciones distintas 
para absorber la luz. 
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FIGURA 6-10 Unarevision del flujo de electrones durante las reac¬ 
ciones dependientes de la luz de la fotosintesis. Los fenomenos 
que se muestran en este esquema se describen con detalle en las paginas 
siguientes. El contenido energetico de los electrones se presenta en voltios. 
Para convertir estos valores en calorias, se multiplican por la constante de 



Faraday, 23.06 kcal/V. Por ejemplo, una diferencia de 2.0 V corresponde a 
una diferencia energetica de 46 kcal/mol de electrones. Esto puede compa- 
rarse con la energia de la luz roja (680 nm), que contiene alrededor de 42 
kcal/mol de fotones. 
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Las reacciones de la fotosmtesis en las que se absorbe luz 
ocurren en complejos pigmento-proteina llamados fotosiste- 
mas. Se requieren dos tipos de fotosistemas para catalizar las 
dos reacciones de absorcion luminica empleadas en la fotosmte¬ 
sis oxigenica. Un fotosistema, el fotosistema II (PSII), impulsa 
los electrones de un nivel energetico inferior al del agua hasta un 
punto en la mitad del camino (fig. 6-10). El otro fotosistema, el 
fotosistema I (PSI), eleva los electrones desde el punto inter- 
medio hasta un nivel energetico mucho mayor al del NADP + . 
Los dos fotosistemas actuan en serie, o sea, uno despues del otro. 
Aunque tienen reacciones fotoquimicas muy distintas, los dos 
tipos de fotosistemas de las plantas, asi como los de las celulas 
bacterianas fotosinteticas, tienen notables similitudes en la com¬ 
position proteica y la arquitectura general. Estas propiedades 
compartidas sugieren que todos los centros de reaction foto- 
sintetica evolucionaron a partir de una sola estructura ancestral 
comun que se ha conservado durante mas de tres mil millones 
de anos. 

El centra de reaction del fotosistema II es un dimero de 
clorofila conocido como P680, la “P” se refiere a “pigmento”y el 
numero “680” representa la longitud de onda de la luz que este 
par de clorofilas absorbe con mayor intensidad. El centra de 
reaction del fotosistema I tambien es un dimero de clorofila y se 
conoce como P700 por razones similares. Cuando la luz del sol 
incide sobre una membrana tilacoide, los pigmentos de la antena 
del PSII y el PSI absorben la energia y la pasan a los centros de 
reaction de ambos fotosistemas. Los electrones del centra 
de reaction de ambos pigmentos se impulsan hasta un orbital 
mas externo y cada electron se transfiere a un receptor electro- 
nico primario. Despues de perder sus electrones, las clorofilas 
del centra de reaction del PSII y el PSI se convierten en los 
pigmentos con carga positiva conocidos como P680 + y P700 + , 
respectivamente. Los receptores de los electrones adquieren car- 
gas negativas a su vez. En esencia esta separation de carga den- 
tro de los fotosistemas es la reaction luminica: la conversion de 
energia luminica en energia quimica. Los centros de reaction 
con carga positiva actuan como atrayentes para los electrones y 
los receptores con carga negativa lo hacen como donantes de 
electrones. Por consiguiente, la separation de la carga dentro 
de cada fotosistema establece la base para el flujo de electrones a 
lo largo de una cadena de portadores especificos. 

En la fotosmtesis oxigenica, en la que dos fotosistemas 
actuan en serie, el flujo de electrones ocurre a lo largo de tres 
ramas, del agua al PSII, del PSII al PSI y del PSI a NADP + , 
una disposition descrita como esquema en Z que Robert Hill y 
Fay Bendall de la Cambridge University propusieron por prime- 
ra vez. La figura 6-10 muestra un esbozo general del esquema 
Z; los nombres de los componentes especificos se completaran 
cuando se examine cada una de las principales partes de esta via. 
Como los miembros de la cadena respiratoria en la mitocondria 
(cap. 5), casi todos los portadores electronicos del esquema Z 
se encuentran como parte de grandes complejos proteicos de 
membrana (vease fig. 6-16). Con los anos los investigadores han 
desarrollado retratos cada vez mas detallados de las estructuras 
de estos complejos. Estos esfuerzos culminaron en los ultimos 
anos con la publication de las estructuras de ambos fotosistemas 
obtenidas mediante cristalografia de rayos X por varios labora¬ 
tories, con resolution cada vez mayor. 

Como en la mitocondria, la transferencia de electrones 
libera energia, utilizada para establecer un gradiente de proto¬ 


nes, que a su vez impulsa la sintesis de ATP. Como se explica 
en la pagina 228, el ATP producido en el cloroplasto se emplea 
sobre todo dentro del organelo para la sintesis de carbohidratos; 
el ATP que se usa fuera del cloroplasto proviene en especial del 
que elaboran las mitocondrias de la celula vegetal. 

Operaciones del PSII: obtencion de electrones mediante 
la separation del agua El fotosistema II utiliza la energia 
luminica absorbida para realizar dos actividades relacionadas: 
extraction de electrones del agua y generation de un gradiente 
de protones. El PSII de las celulas vegetales es un complejo con 
mas de 20 polipeptidos distintos, la mayor parte de los cuales 
esta incluida en la membrana tilacoide. Dos de estas proteinas, 
designadas D1 y D2, tienen una importancia particular porque 
juntas se unen con el dimero de clorofila P680 del centra de 
reaction y los cofactores que participan en el transporte de elec¬ 
trones a traves del fotosistema (fig. 6-11). 

El primer paso en la activation del PSII es la absorcion 
de luz en un pigmento antena. Casi todos los pigmentos de la 
antena que reunen luz para el PSII se encuentran en un com¬ 
plejo pigmento-proteina diferente denominado complejo II 
para recoleccion de luz, o LHCII. Las proteinas del LHCll se 
unen con las clorofilas y los carotenoides, y se situan fuera del 
centra del fotosistema (fig. 6-11 a). Como se explica en la sec¬ 
tion Vias experimentales, que puede encontrarse en la direction 
de Internet www.wiley.com/college/karp , el LHCII no siempre 
se relaciona con el PSII, sino que en las condiciones apropiadas 
puede migrar por la membrana tilacoide y vincularse con el PSI, 
donde tambien sirve como complejo recolector de luz para el 
centra de reaction del fotosistema I. 

El flujo de electrones del PSII a la plastoqui?w?M. La energia 
de excitation pasa de los pigmentos de la antena externa del 
LHCII a una pequena cantidad de moleculas de clorofila de la 
parte interior de la antena situada en el centra del PSII. A partir 
de ahi la energia se transfiere al centra de reaction del PSII. El 
pigmento excitado del centra de reaction (P680*) responde con 
la transferencia de un solo electron excitado por la luz a una 
molecula cercana de feofitina, similar a la clorofila (paso 1, fig. 
6-11 a), que es el principal receptor de electrones. Esta transfe¬ 
rencia de electrones genera una separation de la carga en PSII 
entre un donante de carga positiva (P680 + ) y un receptor de car¬ 
ga negativa (Feo - ). La importancia de la formation de dos espe- 
cies con cargas opuestas, P680 + y Feo - se vuelve mas evidente 
cuando se consideran las capacidades de oxidation-reduction de 
estas dos especies. P680 + es deficiente en electrones y puede 
aceptar electrones, lo que lo convierte en un agente oxidante. En 
contraste, Feo - tiene un electron adicional facil de desprender, lo 
que lo convierte en un agente reductor. Este fenomeno, la for¬ 
mation impulsada por luz de un agente oxidante y uno reductor, 
tarda menos de una milmillonesima de segundo y es el primer 
paso esencial de la fotosmtesis. 

Puesto que tienen cargas opuestas, P680 + y Feo - presentan 
una reactividad obvia entre si. La interaction entre las especies 
de cargas opuestas se impide con la separation de las cargas, 
hasta los lados opuestos de la membrana, mediante el paso por 
varios sitios diferentes. Primero Feo - transfiere su electron (paso 
2, fig. 6-11 a) a una molecula de plastoquinona (PQ_a en la fig. 
6-11 a) unida cerca del lado externo (estromal) de la membrana. 
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FIGURA 6-11 Organization funcional del fotosistema II. a) Modelo sim- 
plificado del enorme complejo proteina-pigmento que cataliza la oxidation 
del agua impulsada por luz y la reduccion de la plastoquinona. Las flechas 
amarillas indican el trayecto que los electrones siguen. Los fenomenos ini- 
cian con la absorcion de luz por un pigmento antena en el complejo reco¬ 
lector de luz externo (LHCII). La energia se transfiere del LHCII por un 
complejo interno pigmento-proteina de la antena a una clorofila a del cen¬ 
tra de reaction P680, que es una de las cuatro moleculas de clorofila muy 
proximas (el dimero P680 y dos moleculas accesorias de clorofila a). La 
absorcion de esta energia en P680 excita un electron, que se transfiere a la 
feofitina (Feo) (paso 1), el receptor primario de electrones del PSII. (La 
feofitina es una molecula de clorofila que carece del ion Mg 2+ ). El elec¬ 
tron pasa despues a la plastoquinona PQ_ A (p as o 2) y luego por un Fe 2+ 
no hemo a PQ_ B (paso 3) para formar un radical fibre PQ_ B *~ de carga 
negativa. La absorcion de un segundo foton envia un segundo electron por 
la misma via, lo que convierte el receptor en PQ_ B - (paso 4). Entonces dos 
protones entran desde el estroma (paso 5) y generan PQH 2 , c l ue se libera 
a la bicapa lipidica y se sustituye con una nueva molecula oxidada de PQ_ B 


(paso 6). Mientras estos fenomenos ocurren, los electrones se mueven de 
H 2 0 mediante Tir z al pigmento del centra de reaction con carga positiva 
(pasos B y A). Por tanto, de manera global, PSII cataliza la transferencia 
de electrones del agua a la plastoquinona. La oxidation de dos moleculas 
de H 2 0 para fiberar una molecula de 0 2 genera dos moleculas de PQH 2 . 
Como la oxidation del agua libera protones hacia la luz tilacoide y la reduc¬ 
tion de PQ_ b - retira protones del estroma, la operation de PSII contribu- 
ye de manera muy importante al establecimiento del gradiente de H + . La 
figura muestra un monomero de un complejo dimerico del fotosistema II. 
b) Organization propuesta de iones metalicos en el sitio de oxidation de 
agua, basada en datos de espectroscopia y cristalografia de rayos X. En este 
modelo, tres iones Mn y un ion Ca (asi como cuatro atomos de oxigeno) 
estan dispuestos formando parte de un cumulo cuboide con un puente hacia 
un cuarto ion Mn en un sitio cercano. Una de las moleculas de agua sustrato 
esta unida al cuarto ion Mn y la otra molecula de agua sustrato esta unida 
al ion Ca. La reaction entre los atomos de oxigeno y las dos moleculas de 
agua (flecha roja) conduce a la formation de un enlace 0=0. Mn, pardo; 
Ca, azul; O, rojo. 


La plastoquinona (PQ) es una molecula liposoluble (fig. 6-12) 
con estructura similar a la ubiquinona (vease fig. 5-12r). El elec¬ 
tron de PQ_a se transfiere (paso 3, fig. 6-11 a) a una segunda 
plastoquinona (PQ_g en la figura 6-11) para producir una forma 
semirreducida de la molecula (PQ_ B ' “) que permanece unida 
con firmeza a la proteina D1 del centra de reaccion. El electron 
se acerca al lado estromal de la membrana con cada una de estas 
transferencias. 

El pigmento con carga positiva (P680 + ) se reduce de nuevo 
a P680 (como se describe mas adelante), lo que inhibe el centra 
de reaccion para la absorcion de otro foton. La absorcion de un 
segundo foton envia un segundo electron energizado mediante 
la via de P680 a feofitina, a PQ_ A , a (PQ_ B ' “), y se forma PQ_ B - 
(paso 4, fig. 6-11), que se combina con dos protones para formar 
plastoquinol, PQH 2 (paso 5, fig. 6-11 a\ fig. 6-12). Los protones 
utilizados en la formacion de PQH 2 provienen del estroma, lo 
que causa un descenso en la concentration de H + en el estro¬ 
ma que contribuye a la formacion del gradiente de protones. La 


molecula de PQH 2 reducida se separa de la proteina D1 y se 
difunde a la bicapa lipidica. El PQH 2 se sustituye por una mole¬ 
cula de PQcompletamente oxidada proveniente de una pequena 
“reserva” de moleculas de plastoquinona en la bicapa (paso 6, 
fig. 6-11 a). El destino de los electrones (y los protones) que el 
plastoquinol porta se describe en la section siguiente. 

El flujo de electrones del agua al PSII. La parte menos cono- 
cida del flujo de electrones del agua al NADP + es el primer 
paso entre H 2 0 y el PSII. El agua es una molecula muy estable 
formada por atomos de hidrogeno y oxigeno unidos con firme¬ 
za. De hecho la division del agua es la reaccion que implica el 
mayor desafio termodinamico (endergonica) de todas las que 
se conocen en los organismos vivos. Para separar el agua en el 
laboratorio se requiere una corriente electrica o temperaturas 
que se aproximan a 2 000°C. Aun asi la celula vegetal puede 
realizar esta hazana en la ladera nevada de una montana solo con 
la energia de la luz visible. 
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FIGURA 6-12 Plastoquinona. La aceptacion de dos electrones y dos proto¬ 
nes reduce PQJplastoquinona) a PQH 2 (plastoquinol). Los intermediaries 
son similares a los que se muestran en la figura 5-12c para la ubiquinona de 
la mitocondria. 


En la section previa se reviso como la absorcion de luz en el 
PSII conduce a la formation de dos moleculas cargadas, P680 + 
y Feo". Se siguio la ruta del electron excitado relacionado con 
Feo",y ahora se describira la otra especie, P680 + , que es el agen- 
te oxidante mas potente descubierto en un sistema biologico. El 
potential redox de la forma oxidada de P680 es suficientemente 
fuerte para extraer electrones unidos con firmeza (de baja ener- 
gia) del agua (potencial redox +0.82 V), con lo que la molecula 
se divide. La separation del agua durante la fotosintesis se llama 
fotolisis. Se cree que la formation de una molecula de oxigeno 
durante la fotolisis requiere la perdida simultdnea de cuatro elec¬ 
trones de dos moleculas de agua de acuerdo con la reaction 

4 fotones 

2 H 2 0-> 4 H+ uz + 0 2 + 4 e (reaction general del PSII) 

Aun asl, un centra de reaction del PSII solo puede generar una 
carga positiva (P680 + ), o equivalente oxidante, por vez. 
Alrededor de 1970 Pierre Joliot y Bessel Kok propusieron una 
solution a este problema, la hipotesis del estado S, que permite 
al fotosistema acumular los cuatro equivalentes oxidantes nece- 
sarios para oxidar el agua. En relation estrecha con la prottina 
D1 del PSII en su superficie luminal se encuentra un conjunto 
de cuatro iones de manganeso (Mn) estabilizado y protegido 
por varias proteinas perifericas que forman el complejo desarrolla- 
dorde oxigeno (fig. 6-11 a). En la figura 6.11$ se presenta una pro- 
puesta de organization del conglomerado Mn-Ca. Este acumula 
cuatro equivalentes oxidantes mediante la transferencia de cua¬ 


tro electrones, uno por vez, al P680 + cercano. La transferencia 
de cada electron del conjunto de Mn a P680 + (pasos B y A de la 
figura 6-11) se realiza mediante el paso por un portador inter- 
medio de electrones, un residuo de tirosina en la proteina Dl, 
llamado Tir z . Luego de transferir cada electron a P680 + y rege- 
nerar el P680, el pigmento se oxida de nuevo (a P680 + ) despues 
de la absorcion de otro foton por el fotosistema. Por tanto la 
acumulacion por pasos de los cuatro equivalentes oxidantes por 
el conjunto de Mn es impulsada por la absorcion sucesiva de 
cuatro fotones de luz por el PSII. Una vez que esto ocurre, el 
sistema ya puede catalizar la elimination de 4 f de dos molecu¬ 
las H 2 0 (fig. 6-11$), como se indica en el esquema siguiente: 


4H+ + 0, 2 H,0 
■4 <r<-1 dl— 


c hv . n hv .q hv hv .q 
tio——^2— >S) 3—^4' 


donde el subindice de S indica el numero de equivalentes oxi¬ 
dantes almacenados por el grupo Mn-Ca. La primera prueba de 
la acumulacion de equivalentes oxidantes sucesivos se obtuvo 
exponiendo celulas de algas con destellos muy breves (1 |iseg) de 
luz (fig. 6-13). En esta grafica puede verse que la production 
de 0 2 es maxima despues de cada cuarto destello de luz, lo cual 
indica que debe acumularse el efecto de cuatro fotorreacciones 
individuales antes de que pueda liberarse 0 2 . 

Los protones que se producen en la reaction de fotolisis 
se retienen en la luz tilacoide (fig. 6-11), donde contribuyen 
al gradiente de protones. Los cuatro electrones producidos en 
la reaction de fotolisis sirven para regenerar el cumulo de Mn 
reducido (estado S 0 ), mientras se libera 0 2 hacia el ambiente 
como producto de desecho. 



Numero de destello 

FIGURA 6-13 Medicion de la cinetica de la liberation de 0 2 . La grafica 
muestra la respuesta de cloroplastos aislados que se mantuvieron en la oscu- 
ridad cuando se exponen a una sucesion de destellos luminosos de muy 
corta duration. La cantidad de oxigeno liberado alcanza su nivel maximo 
con cada cuarto destello de luz. El primer pico ocurre despues de tres deste¬ 
llos (en lugar de cuatro) porque la mayor parte del cumulo de manganeso se 
encuentra en estado Sj (un equivalente oxidante) cuando se mantienen en la 
oscuridad. Las oscilaciones se amortiguan conforme el numero de destellos 
aumenta. 
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Antes de dejar el tema del PSII cabe senalar que la acti- 
vidad y la integridad de este fotosistema pueden afectarse de 
manera negativa con luz muy intensa. Este fenomeno se deno- 
mina fotoinhibicion. La formation de un agente oxidante muy 
fuerte y el peligro siempre presente de que se formen especies 
de oxlgeno muy toxicas brindan al PSII la posibilidad de que se 
autodestruya como resultado de la excitation excesiva del sis- 
tema. La mayor parte del dano parece dirigirse al polipeptido 
(Dl) que une los centres de redox activos y el ciimulo de Mn-Ca 
del fotosistema. Los cloroplastos contienen un mecanismo para 
la degradation proteolitica selectiva de Dl y su remplazo con 
una molecula de polipeptido recien sintetizada. 

Del PSII al PSI Ya se describio como la absorcion sucesiva 
de dos fotones en el centre de reaction del PSII conduce a la 
formation de una molecula de PQH 2 reducida por completo. 
En consecuencia, la production de una sola molecula de 0 2 , que 
requiere la absorcion de cuatro fotones en el PSII, conduce a la 
formation de dos moleculas de PQH 2 . El PQH 2 es un portador 
movil de electrones que se difunde a traves de la bicapa lipidica 
de la membrana tilacoide y se une con un gran complejo de 
proteinas multiples llamado citocromo b 6 f (fig. 6-14). El cito- 
cromo b 6 f es similar en estructura y funcion al citocromo bc 1 de 
la cadena transportadora de electrones de la mitocondria (pag. 
196). Ambos complejos comparten los mismos grupos redox, 
ambos pueden intoxicarse con algunos de los mismos inhibido- 
res y ambos participan en un ciclo Q_que traslada 4 H + por cada 
par de electrones. Como estos protones provienen originalmente 
del estroma, su liberation hacia la luz constituye un movimiento 
de protones a traves de la membrana tilacoide (vease fig. 6-16 b). 
Los electrones del citocromo b b f se pasan a otro portador movil 
de electrones, una proteina periferica hidrosoluble que contiene 
cobre conocida como plastocianina, situada en el lado luminal de 
la membrana tilacoide (fig. 6-14). La plastocianina transporta 
electrones al lado luminal del PSI, donde se transfieren a P700 + 
el pigmento con carga positiva del centre de reaction del foto¬ 
sistema I. 

Debe tenerse presente que todas las transferencias de elec¬ 
trones descritas son exergonicas y ocurren cuando los electrones 
pasan a portadores con afinidad cada vez mayor por los electro¬ 
nes (potenciales redox mas positivos, pag. 190). La necesidad de 
portadores moviles de electrones, como PQH 2 y plastocianina, 
se evidencio cuando se descubrio que los dos tipos de fotosiste- 
mas (PSII y PSI) no se hallan proximos entre si en la membrana, 
sino bastante separados por distancias cercanas a 0.1 pm. Los 
experimentos que condujeron al descubrimiento se describen 
con detalle en la section Vlas experimentales del capitulo 6, que 
puede encontrarse en la direction de Internet www.wiley.com/ 
college/karp. 

Operaciones del PSI: production de NADPH El PSI de las 
plantas superiores consiste en un centre de reaction central for- 
mado hasta por 12 a 14 subunidades polipeptidicas y un com¬ 
plejo periferico de pigmentos unidos a proteina llamado LHCI. 
La energia luminica es absorbida por los pigmentos antena del 
LHCI y pasa al pigmento del centre de reaction del PSI, P700, 
que es un dimero de clorofila a (fig. 6-15). Tras la absorcion de 
energia, un pigmento excitado del centre de reaction (P700*) 
transfiere un electron a una molecula monomerica separada de 
clorofila a (designada A 0 ), que actua como el principal receptor 


4H+ 



FIGURA 6-14 Transporte de electrones entre PSII y PSI. La flecha amarilla 
indica el flujo de un par de electrones. El citocromo b,f opera en forma 
muy similar al citocromo bc^ en la mitocondria y participa en un ciclo Q_ 
(no explicado en el texto) que traslada cuatro protones por cada par de elec¬ 
trones que se mueve por el complejo. El PQH 2 y la plastocianina (PC) son 
portadores moviles que pueden transportar electrones entre fotosistemas 
muy separados. 


H + + NADP+ NADPH 



seguida por los electrones se indica mediante una flecha amarilla. Los suce- 
sos comienzan con la absorcion de luz por un pigmento antena y con la 
transferencia de energia a una clorofila P700 en el centro de reaccion del 
PSI. La absorcion de energia en P700 excita un electron que se transfiere 
(paso 1) a A 0 , el receptor primario de electrones de este fotosistema. El 
electron pasa despues a Aj (paso 2) y luego a un centro de hierro-azufre 
llamado F x (paso 3). De Fx> el electron se transfiere por dos centros mas 
de hierro-azufre (F A y F fi ), que se unen mediante una proteina periferica al 
lado estromal de la membrana. Al final el electron se transfiere a la ferredo- 
xina, una pequena proteina con hierro-azufre (paso 5) externa al complejo 
PSI. Cuando dos moleculas diferentes de ferredoxina aceptaron un electron, 
actuan juntas para reducir una molecula de NADP + a NADPH (paso 6). El 
pigmento del centro de reaccion deficiente en electrones (P700 + ) se reduce 
con un electron donado por la plastocianina (paso A). 
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de electrones (paso 1, fig. 6-14). Como en el PSII, la absorcion de 
luz conduce a la production de dos especies cargadas, en este 
caso P700 + y Ajj. Ag es un agente reductor muy fuerte con un 
potential redox cercano a - 1.0 V, mucho mayor que el necesa- 
rio para reducir el NADP + (potential redox de -0.32 V). Esta 
carga positiva del pigmento P700 + se neutraliza con un electron 
donado por la plastocianina, como se menciono antes. 

La separation initial de la carga en el PSI se estabiliza 
mediante el paso del electron de Ag a traves de varios cofactores, 
a partir de un tipo de quinona llamada filoquinona (designada 
Ag) y tres cumulos de hierro-azufre (denominados Fx, Fb y Fa) 
(pasos 2 a 4, fig. 6-15). La oxidation de P700 en P700 + ocurre 
en el lado luminal de la membrana. Como se indica en la figura 
6-15, el electron que se pierde al receptor primario pasa a traves 
del PSI a los centros de hierro-azufre unidos en el lado estro- 
mal de la membrana. Despues el electron se transfiere del PSI 
a una pequena proteina hidrosoluble con hierro-azufre llamada 
ferredoxina (paso 5, fig. 6-15) que se relaciona con la superficie 
estromal de la membrana. La reduction de NADP + para formar 
NADPH (paso 6 , fig. 6-15) es una reaction catalizada por una 
enzima grande llamada reductasa de ferredoxina-NADP + , que 
contiene un grupo prostetico FAD capaz de aceptar y transfe- 
rir dos electrones (pag. 191). Una sola molecula de ferredoxina 
puede donar solo un electron, de manera que dos ferredoxinas 
actuan juntas en la reduction: 

Reductasa de ferredoxina-NADP + 

2 Ferredoxina red + H + + NADP + -—-> 

2 Ferredoxina + NADPH 

OX 

La elimination de un proton del estroma tambien se agrega 
al gradiente de protones a traves de la membrana tilacoide. La 
reaction completa del PSI basada en la absorcion de cuatro foto- 
nes como se hizo para el PSII es: 

4 fotones 

4 e~ + 2 H + , +2 NADP+ -> 2 NADPH 

estroma 

(reaction general del PSI) 


Estroma 



estroma 


PSII 

(a) 


FNR NADPH 



Pc 



Reserva de PQ 


Estroma 


Pi + ADP 


FNR 


2NADPH 


3 + 2NADP' 


No todos los electrones que pasan a la ferredoxina termi- 
nan siempre en el NADPH; pueden tomarse vias alternativas 
segun el organismo y las condiciones particulares. Por ejemplo, 
los electrones del PSI pueden usarse para reducir varios recepto- 
res inorganicos. Estas vias para los electrones pueden conducir a 
la reduction final del nitrato (NO 3 ) en amoniaco (NH 3 ), 0 del 
sulfato (SO 4 -) en sulfhidrilo (—SH), ingredientes clave de las 
moleculas biologicas. Por tanto la energia de la luz solar no solo 
se usa para reducir los atomos de carbono mas oxidados (los del 
C0 2 ), sino tambien para reducir las formas muy oxidadas de 
atomos de nitrogeno y azufre. 

Revision del transporte fotosintetico de electrones En la 
figura 6-16 a se muestra la estructura molecular de los principa- 
les componentes implicados en las reacciones fotodependientes 
de la membrana tilacoidal. El conocimiento de estas estructuras 
ha sido invaluable para dilucidar muchos de los misterios de la 
fotosintesis a nivel molecular. Si se revisa de nuevo el proceso 
completo del transporte electronico que ocurre durante la foto- 


(b) 

FIGURA 6-16 Resumen de las reacciones dependientes de la luz. 

Vr-*/ a ) Estructuras tridimensionales de las protefnas de la membrana 
tilacoidal que realizan las reacciones fotodependientes de la fotosintesis. De 
los cuatro complejos proteinicos principales, PSII y citocromo b 6 f estan 
presentes en la membrana como dimeros, mientras que PSI y sintetasa de 
ATP (mostrada con mayor detalle en la figura 5-23) estan presentes como 
monomeros. b ) Resumen del flujo de electrones de H 2 0 a NADPH a tra¬ 
ves de los tres complejos de membrana. Esta figura muestra la cantidad 
estimada de protones que se trasladan por la membrana como resultado de 
la oxidacion de dos moleculas de agua, lo que produce dos pares de electro¬ 
nes. Tambien se muestra la sintetasa de ATP de las membranas tilacoides 
(vease seccion 5.5 para obtener una description de la enzima que sintetiza 
ATP). La sintesis de cada molecula de ATP requiere tres a cuatro protones 
(pag. 206). FNR, reductasa de NADP + -ferredoxina; Q_, quinona (PQJ. 
(a, reimpresa con permiso de Nathan Nelson y Adam Ben-Shem, 
Nature Revs. Mol. Cell Biol. 5:973,2004. Copyright 2004, Macmi¬ 
llan Magazines Limited.) 
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sintesis oxigenica (resumida en la figura 6-16) puede verse que 
los electrones viajan del agua a NADP + por la action de dos 
fotosistemas absorbentes de luz. Los fenomenos que ocurren en 
el PSII generan un agente oxidante fuerte capaz de producir 0 2 
a partir de agua, mientras que los fenomenos en el PSI generan 
un fuerte agente reductor capaz de producir NADPH a partir 
de NADPL Estos dos fenomenos se encuentran en extremos 
opuestos de la quimica de redox en los organismos vivos. Como 
se menciona en la pagina 225, la production de una molecula 
de 0 2 requiere la extraction de cuatro electrones de dos mole- 
culas de agua. El retire de cuatro electrones del agua demanda 
la absorcion de cuatro fotones, uno por cada electron. A1 mismo 
tiempo, la reduction de una molecula de NADP + requiere la 
transferencia de dos electrones. Por tanto, en teoria, si solo un 
fotosistema pudiera transferir electrones del H 2 0 a NADP + , 
cuatro fotones serian suficientes para producir dos moleculas de 
NADPH. Como se utilizan dos fotosistemas en la celula, ese 
numero se duplica a ocho, cuatro que se emplean en el PSII y 
cuatro mas en el PSI. En otras palabras, la celula debe absorber 
un total de ocho moles de fotones para generar un mol de oxi- 
geno molecular y dos moles de NADPH. En consecuencia, si se 
suman las reacciones del PSII (pag. 225) y PSI (vease antes), y 
se ignoran los protones por un momento, se llega a una conclusion 
general para las reacciones luminicas de 

8 fotones 

2 H 2 0 + 2 NADP+-> 1 0 2 + 2 NADPH 

(reaction general) 

Ademas, las reacciones luminicas de la fotosintesis establecen 
un gradiente de protones a traves de la membrana tilacoide que 
conduce a la formation de ATP. El gradiente de protones se 
forma como resultado de la extraction de H + del estroma y la 
adicion de H + a la luz del tilacoide. Las contribuciones al gra¬ 
diente de protones (mostradas en la figura 6-16) surgen de: a) 
la division del agua en la luz; b) la translocation de plastoquinol 
(PQH 2 ) del lado estromal al lado luminal con oxidation poste¬ 
rior por el citocromo b 6 f lo que libera protones, y c) la reduc¬ 
tion de NADP + en el estroma. 

Destruccion de hierbas mediante inhibicion 
del transporte de electrones 

Las reacciones luminicas de la fotosintesis emplean un numero 
considerable de portadores de electrones que sirven como blan- 
cos para diversos productos que destruyen plantas (herbicidas). 
Varios herbicidas usuales, inclusive el diuron, la atracina y la 
terbutrina, actuan al unirse con una proteina central del PSII. 
En la pagina 224 se explica como la absorcion de luz en el PSII 
conduce a la production de una molecula de PQH 2 que luego 
se libera del sitio Q_ B del PSII y se sustituye por una PQ_de la 
reserva. Los herbicidas mencionados actuan mediante la union 
con el sitio Q_ B abierto despues de la liberation de PQH 2 , lo 
que bloquea el transporte de electrones por el PSII. El paraquat 
recibio la atencion en los medios de comunicacion porque se 
utiliza para destruir plantas de marihuana y porque sus residuos 
son muy toxicos para los humanos. Este interfiere con la fun- 
cion del PSI por medio de la competencia con la ferredoxina 


por los electrones del centre de reaction del PSI. Los electrones 
que se desviaron al paraquat se trasladan luego al 0 2 , lo que 
genera radicales de oxigeno muy reactivos (pag. 34) que danan 
los cloroplastos y matan la planta. El paraquat destruye el teji- 
do humano mediante la generation de radicales de oxigeno con 
los electrones desviados del complejo I de la cadena respiratoria 
(pag. 194). 


REVISION 


1. ^Cual es la relation entre el contenido de energia de un 
foton y la longitud de onda de la luz? jComo es que la 
longitud de onda de la luz determina si la fotosintesis se 
estimula o no? ^Como es que las propiedades de absor- 
bancia de los pigmentos fotosinteticos determinan la 
direction en la que la energia se transfiere dentro de una 
unidad fotosintetica? 

2. ^Cual es la funcion de los pigmentos antena recolecto- 
res de luz en la fotosintesis? 

3. Describa la secuencia de fenomenos despues de la 
absorcion de un foton en el pigmento del centre de 
reaction del fotosistema II. Describa los fenomenos 
comparables del fotosistema I. ^Como se vinculan los 
dos fotosistemas? 

4. Describa la diferencia en los potenciales redox de los 
pigmentos del centre de reaction de los dos fotosiste¬ 
mas. 

5. Describa el proceso por el que el agua se divide durante 
la fotolisis. ^Cuantos protones deben absorberse en el 
PSII para que esto ocurra? 


6.5 : 0T0F0SF0RILACl6N _ 

Las reacciones dependientes de la luz descritas en las 
paginas anteriores proporcionan la energia necesaria para reducir 
el C0 2 en carbohidrato. En terminos cuantitativos, la conversion 
de un mol de C0 2 en un mol de carbohidrato (CH 2 0) requiere 
el ingreso de tres moles de ATP y dos moles de NADPH (vease 
fig. 6-19). Ya se explico la forma en que las plantas producen el 
NADPH necesario para la fabrication de carbohidrato; ahora 
se examinara la manera en que estas mismas celulas producen 
el ATP necesario. 

La maquinaria para la sintesis de ATP en un cloroplasto 
es identica a la de una mitocondria o una membrana plasmatica 
de una bacteria anaerobica. Como en esos casos, la sintetasa de 
ATP (fig. 6-16) consiste en una cabeza (CF 1 en los cloroplastos) 
la cual contiene el sitio catalitico de la enzima y una base (CF fl ) 
que cruza la membrana y media el movimiento de protones. Las 
dos partes estan conectadas por un tallo rotatorio. Las cabezas 
CFi se proyectan hacia fuera en el estroma, orientadas con el 
gradiente de protones, que tiene una mayor concentration den¬ 
tro de la luz del tilacoide (fig. 6-16). Por tanto, los protones se 
mueven de una concentration mas alta en la luz, a traves de 
la base CF 0 de la sintetasa de ATP y hacia el estroma, lo que 
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impulsa la fosforilacion de ADP como se describe en el capitulo 
5 para la mitocondria. 

Las mediciones que se efectuan durante los periodos de 
maxima sintesis de ATP sugieren que hay diferencias de 1 000 a 
2 000 veces en las concentraciones de H + a traves de las mem- 
branas tilacoides, correspondientes a un gradiente de pH (ApH) 
mayor de 3 unidades. Puesto que el movimiento de otros iones 
neutraliza el movimiento de los protones hacia la luz durante el 
transporte de electrones, no se acumula un potential de mem- 
brana significativo. Por tanto, a diferencia de la mitocondria en 
la que la fuerza motriz de protones se expresa sobre todo como 
potential electroquimico (pag. 198), la fuerza motriz de proto¬ 
nes (Ap) que actua en los cloroplastos se debe en su mayor parte 
o del todo al gradiente de pH. 

Fotofosforilacion no cfclica vs. cfclica 

La formation de ATP durante el proceso de fotosintesis oxige- 
nica se denomina fotofosforilacion no ciclica porque los elec¬ 
trones se mueven con trayectoria lineal (no ciclica) del H 2 0 al 
NADP + (fig. 6-16). Durante el decenio de 1950 Daniel Arnon 
de la University of California en Berkeley, descubrio que los clo¬ 
roplastos aislados no solo eran capaces de sintetizar ATP a par- 
tir de ADP, sino que podian hacerlo aun en ausencia de CO 2 0 
NADP + agregados. Estos experimentos indicaron que los clo¬ 
roplastos tenian un medio para producir ATP que no requeria la 
mayor parte de las reacciones fotosinteticas que habrian deriva- 
do en la production de oxigeno, fijacion de C0 2 o reduction del 
NADP + . Todo lo necesario era iluminacion, cloroplastos, ADP 
y Pi. El proceso que Arnon descubrio se llamo mas tarde foto¬ 
fosforilacion ciclica y se ilustra en la figura 6-17. La fotofosfo¬ 
rilacion ciclica se realiza en el PSI de manera independiente del 
PSII. El proceso inicia con la absorcion de un cuanto de luz en 
el PSI y la transferencia de un electron de alta energia al receptor 
primario. A partir de ahi el electron pasa a la ferredoxina, como 
siempre sucede, pero en lugar de transferirse al NADP + , el elec¬ 
tron regresa al centra de reaction deficiente en electrones (como 



FIGURA 6-17 Esquema simplificado de la fotofosforilacion ciclica. La 

absorcion de luz excita un electron, el cual se transfiere a la ferredoxina 
(paso 1) y al citocromo ^ 6 yXpaso 2), a la plastocianina (paso 3) y de regreso 
al P700 + (paso 4). En el proceso los protones se trasladan en el citocromo 
bj para desarrollar un gradiente que se usa para sintetizar ATP (paso 5). 


se muestra en la figura 6-17) para completar el ciclo. Durante el 
flujo de un electron por este trayecto se libera suficiente energia 
para trasladar protones (se estima en dos H + /ti) a traves de la 
membrana por action del complejo citocromo b b f y para esta- 
blecer un gradiente de protones capaz de impulsar la sintesis 
de ATP. Se cree que la fotofosforilacion ciclica proporciona el 
ATP adicional necesario tanto para la sintesis de carbohidratos 
(vease fig. 6-19) como para otras actividades en el cloroplasto 
que requieren ATP (p. ej., participation de las chaperonas mole- 
culares en la importation de proteinas). 

Ahora que se reviso como las reacciones luminicas de la 
fotosintesis conducen a la production de ATP y NADPH, que 
son las reservas de energia necesarias para la sintesis de carbo¬ 
hidratos, puede regresarse a las reacciones que dan lugar a la 
formation de carbohidratos. 


REVISION 


1. ^Que pasos de las reacciones dependientes de luz son 
los que se encargan de generar un gradiente electroqui¬ 
mico de protones a traves de la membrana tilacoide? 

2. ^A que grado se refleja este gradiente en un gradiente 
de pH o de voltaje? 

3. ^Como es que el gradiente de protones conduce a la 
formation de ATP? 


6.6 FIJACION DEL DIOXIDO DE CARBONO _ 

Y LA SINTESIS DE CARBOHIDRATOS 

Despues de la Segunda Guerra Mundial, Melvin Calvin 
de la University of California en Berkeley, junto con sus colegas 
Andrew Benson y James Bassham comenzaron lo que resulto 
un estudio de un decenio respecto a las reacciones enzimaticas 
mediante las que el dioxido de carbono se asimila en las mole- 
culas organicas de la celula. Armados con el isotopo radiactivo 
duradero y recien disponible del carbono ( 14 C) y con una nueva 
tecnica, la cromatografia bidimensional en papel, estos investi- 
gadores empezaron la tarea de identificar todas las moleculas 
marcadas que se producen cuando las celulas captan [ 14 C]0 2 . 
Los estudios iniciaron con hojas de plantas, pero pronto cam- 
biaron a un sistema mas sencillo, el alga verde Chlorella. Las 
algas se cultivaron en camaras cerradas en presencia de C0 2 sin 
marcar, tras lo cual se introdujo el C0 2 radiactivo mediante una 
inyeccion en el medio de cultivo. Despues del periodo deseado 
de incubation con el C0 2 marcado, la suspension de algas se 
dreno en un recipiente con alcohol caliente, que ejerce el efecto 
combinado de matar de inmediato las celulas, detener la activi- 
dad enzimatica y extraer moleculas solubles. Luego se colocaron 
extractos de celulas como una mancha en papel cromatografico 
y se sometieron a cromatografia bidimensional. Para localizar 
los compuestos radiactivos al final del procedimiento, se pre- 
siono una pelicula para rayos X contra el cromatograma y las 
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placas se mantuvieron en la oscuridad para exponer la pelicula. 
Despues del revelado fotografico se identificaron compuestos 
con la marca radiactiva en la autorradiografia mediante la com- 
paracion con estandares conocidos y el analisis quimico de las 
manchas originales. A continuation se describen algunos de sus 
hallazgos. 

Sintesis de carbohidrato en las plantas C 3 

El C0 2 marcado se convirtio en compuestos organicos redu- 
cidos con gran rapidez. Si el periodo de incubation era muy 
corto (hasta unos cuantos segundos), predominaba una mancha 
radiactiva en el cromatograma (fig. 6-18). Se establecio que el 
compuesto que formaba la mancha era 3-fosfoglicerato (PGA), 
uno de los intermediarios de la glucolisis. A1 principio el grupo 
de Calvin sospecho que el CO, se unia con enlaces covalentes (o 
se fijaba) a un compuesto de dos carbonos para formar la mole- 
cula de tres carbonos de PGA. Como el primer intermediario en 
identificarse fue una molecula de tres carbonos, las plantas que 
utilizan esta via para fijar el C0 2 atmosferico se denominaron 
plantas C 3 . 

Luego de una larga investigation se evidencio que el recep¬ 
tor initial no era un compuesto de dos carbonos, sino un com¬ 
puesto de cinco carbonos, el 1,5-difosfato de ribulosa (RuBP), 
que se condensa con C0 2 para producir una molecula de seis 
carbonos. Este compuesto de seis carbonos se fragmento poco 
despues en dos moleculas de PGA, una de las cuales contenia 
el atomo de carbono recien agregado. Tanto la condensation del 
difosfato de ribulosa como la separation del producto de seis 
carbonos (fig. 6-19 a) se llevan a cabo en el estroma por medio 
de una gran enzima con multiples subunidades, la carboxilasa de 
difosfato de ribulosa, que recibe el nombre familiar de Rubisco. 
Como la enzima encargada de convertir el carbono inorganico 
en moleculas biologicas utiles, Rubisco es una de las proteinas 
clave en la biosfera. Tal como sucede, Rubisco es capaz de fijar 
solo tres moleculas de C0 2 por segundo, lo que debe ser el peor 
numero de recambio de cualquier enzima conocida (vease cua- 
dro 3-3). Casi la mitad de la proteina de las hojas esta repre- 


ACIDO MALICO 


PEPA 


FOSFATO DE TRIOSA 

4 


FOTOSINTESIS DE 5 S CON C 14 0 2 
CHLORELLA 


FOSFATOS DE AZUCAR 

DIFOSFATOS DE AZUCAR 


FIGURA 6-18 Cromatografia que muestra los resultados de un experimen- 
to en el que celulas de algas se incubaron durante 5 s en [ 14 C]0 2 antes de 
la inmersion en alcohol. Una mancha, que corresponde a 3-fosfoglicerato 
(marcada PGA), contiene la mayor parte de la radiactividad. (Cortesia de 
James Bassham y Melvin Calvin.) 


sentada por Rubisco para compensar su ineficiencia. De hecho 
esta enzima constituye la proteina mas abundante en la Tierra: 
existen unos 5 a 10 kg por cada ser humano. 

La identification de la estructura de varios intermediarios, 
junto con las posiciones de los atomos de carbono marcados, hizo 
aparente que la via para la conversion de C0 2 en carbohidrato 
era ciclica y compleja. Esta via se denomino ciclo de Calvin 
(o ciclo de Calvin-Benson) y esta presente en cianobacterias 
y en todas las celulas fotosinteticas eucariotas. La figura 6-19 b 
muestra una version simplificada del ciclo de Calvin. El ciclo 
consta de tres partes principales: a) carboxilacion de difosfato 
de ribulosa para formar PGA; b) reduction de PGA al nivel de 
un azucar (CH 2 0) mediante la formation de gliceraldehido-3- 
fosfato (GAP) con el NADPH y el ATP que se producen en las 
reacciones dependientes de la luz, y c) regeneration de difosfato 
de ribulosa, que tambien requiere ATP. En la figura 6-19B se 
muestra que por cada seis moleculas de C0 2 fijadas, se producen 
12 moleculas de gliceraldehido-3-fosfato. (El GAP es la man¬ 
cha marcada como fosfato de triosa en la cromatografia de la 
fig. 6-18.) Los atomos en 10 de estas moleculas de GAP de tres 
carbonos cambian de disposition para regenerar seis moleculas 
del receptor de C0 2 de cinco carbonos, el difosfato de ribulosa 
(figura 6-19A). Las otras dos moleculas de GAP pueden consi- 
derarse productos. Estas moleculas de GAP pueden exportarse 
al citosol a cambio de iones fosfato (vease fig. 6-20) y usarse 
en la sintesis del disacarido sacarosa. Una alternativa consiste en 
que el GAP permanezca en el cloroplasto, donde se convierte 
en almidon. La figura 6-20 presenta una revision del proceso 
completo de la fotosintesis, inclusive las reacciones luminicas 
(absorcion de luz, oxidation del agua, reduction de NADP + , 
translocation de protones), la fosforilacion de ADP, el ciclo de 
Calvin y la sintesis de almidon o sacarosa. 

Las moleculas de sacarosa que se forman en el citosol a 
partir del gliceraldehido-3-fosfato del ciclo de Calvin se trans- 
portan fuera de las celulas de las hojas y al floema, donde se 
trasladan a los diversos organos no fotosinteticos de la planta. 
Del mismo modo que la glucosa sirve como fuente de energia 
y bloques organicos de construction en la mayor parte de los 
animales, la sacarosa tiene una funcion analoga en casi todas 
las plantas. Por otro lado, el almidon se almacena dentro de los 
cloroplastos como granulos (vease fig. 2-1 7b). Tal como el glu- 
cogeno almacenado proporciona a los animales glucosa dispo- 
nible en momentos de necesidad, el almidon almacenado en las 
hojas de las plantas les brinda azucares por la noche, cuando 
las reacciones dependientes de la luz no son posibles. Con base 
en las reacciones de la figura 6-19$ resulta evidente que la sin¬ 
tesis de carbohidratos es una actividad costosa. La conversion 
de seis moleculas de C0 2 en una molecula de azucar de seis 
carbonos y la regeneration de difosfato de ribulosa requieren 
12 moleculas de NADPH y 18 moleculas de ATP. Este gran 
gasto de energia refleja el hecho de que el C0 2 es la forma mas 
oxidada en la que el carbono puede encontrarse. 

Control redox A lo largo del libro se describen varios con- 
juntos de mecanismos que las celulas emplean para controlar la 
actividad de las proteinas. Uno de estos, conocido como control 
redox, aparece cada vez con mayor frecuencia como un regula- 
dor de los procesos celulares basicos, entre ellos el plegamiento 
de las proteinas, la transcription y la traduction. Se considera 
en esta section porque se comprende mejor como regulador del 
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FIGURA 6-19 Conversion de C0 2 en carbohidrato. a) Reaction 
catalizada por la carboxilasa de difosfato de ribulosa (Rubisco) en 
la que se fija el C0 2 mediante enlace con el difosfato de ribulosa. El produc- 
to se separa rapidamente en dos moleculas de 3-fosfoglicerato. b) Version 
abreviada del ciclo de Calvin que muestra el destino de seis moleculas de 
C0 2 que se fijan por combination con seis moleculas de difosfato de ribu¬ 
losa. (Se omitieron muchas reacciones.) La fijacion de C0 2 se indica en el 
paso 1. En el paso 2, las 12 moleculas de PGA se fosforilaron para formar 12 
moleculas de 1,3-difosfoglicerato (DPG), que se reducen en el paso 3 con 
los electrones que NADPH proporciona para formar 12 moleculas de glicer- 


aldehfdo 3-fosfato (GAP). En este punto, dos de las moleculas de GAP 
salen (paso 4) para emplearse en la sintesis de sacarosa en el citosol, que 
puede considerarse el producto de las reacciones independientes de la luz. 
Las otras 10 moleculas se convierten en seis moleculas de difosfato de ribu¬ 
losa (paso 5), que actuan como receptor para seis moleculas mas de C0 2 . La 
regeneration de seis moleculas de difosfato de ribulosa requiere la hidrolisis 
de seis moleculas de ATP. El NADPH y el ATP que se utilizan en el 
ciclo de Calvin representan los dos productos de alta energia de las reaccio¬ 
nes dependientes de la luz. 


metabolismo del cloroplasto. Varias enzimas clave del ciclo de 
Calvin solo estan activas con la luz, cuando se producen ATP y 
NADPH por fotosintesis. Este control dependiente de la luz de 
las enzimas del cloroplasto lo ejerce una pequena proteina 11a- 


mada tiorredoxina que puede encontrarse en su forma reducida 
u oxidada. Como se menciona en la pagina 227, no todos los 
electrones que pasan por la ferredoxina se emplean para reducir 
NADP + . De hecho, algunos de estos electrones se trasladan a 
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FIGURA 6-20 Una revision de las diversas etapas de la fotosintesis. 


la tiorredoxina. Una vez que acepto un par de electrones, la tio- 
redoxina reduce ciertos puentes disulfuro (—S-S—) en grupos 
sulfhidrilo (—SH) en algunas enzimas del ciclo de Calvin (fig. 
6-21). Este cambio covalente en la estructura proteica activa 
estas enzimas y ello fomenta la sintesis de carbohidratos en el 
cloroplasto. En la oscuridad, cuando la fotosintesis cesa, la tio- 
redoxina ya no se reduce por efecto de la ferredoxina y las enzi¬ 
mas del ciclo de Calvin se revierten al estado oxidado (—S-S—) 
en el que estan inactivas. De estos hallazgos se deduce que la 
referenda a las reacciones del ciclo de Calvin como “reacciones 
de oscuridad” es un error grave. 

Fotorrespiracion Una de las manchas que aparecieron en las 
cromatografias del trabajo inicial de Calvin con las celulas de 
algas se identified como el compuesto glicolato, que se ignoro 
(de manera acertada) en la formulacion del ciclo de Calvin de la 



FIGURA 6-21 Control redox del ciclo de Calvin. En la luz, la ferredoxina se 
reduce y una fraccion de estos electrones se transfiere a la pequena proteina 
tiorredoxina, que reduce los grupos disulfuro de ciertas enzimas del ciclo de 
Calvin y las mantiene en estado activo. En la oscuridad, el flujo de electrones 
hacia la tiorredoxina cesa, los grupos sulfhidrilo de las enzimas reguladas 
cambian al estado disulfuro y las enzimas se desactivan. 


figura 6-19. Aunque el glicolato no es parte del ciclo de Calvin, 
es producto de una reaccion catalizada por Rubisco. Unos 20 
anos despues que se descubrio que Rubisco cataliza la union 
de C0 2 con difosfato de ribulosa, se encontro que esta enzi- 
ma tambien cataliza una segunda reaction en la que el 0 2 se 
une con el difosfato de ribulosa para producir 2-iosfoglicola- 
to (junto con PGA) (fig. 6-22). Una enzima convierte despues 
el fosfoglicolato en glicolato en el estroma. El glicolato que se 
produce en el cloroplasto se transfiere al peroxisoma y al final 
permite la liberation de C0 2 como se describe mas adelante 
(vease fig. 6-23). 

Debido a la captation de 0 2 y la liberation de C0 2 , tal 
reaction se denomina fotorrespiracion. Dado que la fotorres¬ 
piracion conduce a la liberation de las moleculas de C0 2 fijadas 
con anterioridad, es un desperdicio de la energia de la planta. De 
hecho la fotorrespiracion ocasiona la perdida de hasta 50% del 
dioxido de carbono recien fijado en los sembradios que crecen 
en condiciones de luz de alta intensidad. Por tanto, como era 
de esperarse, desde hace decenios se mantiene un esfuerzo con- 
certado para cultivar plantas con menor probabilidad de expe- 
rimentar fotorrespiracion. Los esfuerzos no han tenido exito 
hasta ahora. 

Los estudios de la actividad enzimatica de la Rubisco puri- 
ficada muestran que la enzima tiene una preferencia hasta cierto 
punto baja por el C0 2 como sustrato con respecto al 0 2 . La 
razon de esta falta de especificidad es que ni el C0 2 ni el 0 2 
se unen con el sitio activo de la enzima (vease fig. 3-11 a). La 
enzima se une con el difosfato de ribulosa, que adopta la forma 
de enediol mostrada en la figura 6-22. Esta forma de difosfato de 
ribulosa puede entonces ser atacada por el C0 2 o el 0 2 . Vista 
de esta manera, la fotorrespiracion parece consecuencia inevita- 
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FIGURA 6-22 Reacciones de la fotorrespiracion. La enzima Rubisco puede 
catalizar dos reacciones diferentes con el difosfato de ribulosa como sus- 
trato (mostrado en estado enediol dentro del piano, vease figura 6-19 a). 
Si el difosfato de ribulosa reacciona con 0 2 (paso lb), la reaccion produ¬ 
ce un intermediario de oxigenasa (paso 2b) que se degrada en 3-PGA y 
2-fosfoglicolato (paso 3b). Las reacciones subsecuentes del fosfoglicolato 


se muestran en la figura 6-23. El resultado final de estas reacciones es la 
liberacion de C0 2 , una molecula en la que la celula habfa gastado energia 
antes para fijarla. En contraste, si el difosfato de ribulosa reacciona con C0 2 
(paso la), la reaccion produce un intermediario de carboxilasa (paso 2a) que 
se degrada en dos moleculas de PGA (paso 3 a), que continua por el ciclo 
de Calvin. 


ble de las propiedades cataliticas de Rubisco, una enzima que se 
supone evoluciono en una epoca en la que los niveles de 0 2 en 
la atmosfera eran casi inexistentes. Bajo las condiciones atmos- 
fericas actuales el 0 2 y el C0 2 compiten entre si y la direction 
predominante de la reaction catalizada por Rubisco depende de 
la proportion C0 2 /0 2 disponible para la enzima. Cuando las 
plantas crecen en ambientes cerrados que contienen niveles ele- 
vados de C0 2 , son capaces de mantener un crecimiento mucho 
mas rapido gracias a sus altos indices de fijacion de C0 2 . Se 
sugiere que la elevation de los niveles atmosfericos de C0 2 en el 
ultimo siglo (desde cerca de 270 partes por millon en 1870 a 380 
ppm en la actualidad) es la causa del incremento de hasta 10% 
en la production agricola durante este periodo. Tambien se cree 
que este incremento en la concentration atmosferica de C0 2 es 
el causante del calentamiento global, o sea, el aumento general 
en las temperaturas promedio en el planeta. Aun un pequeno 
aumento en la temperatura podria tener efectos mayores en las 
condiciones mundiales, como la elevation del nivel de los ocea- 
nos y la extension de los desiertos del planeta. 

Peroxisomas y fotorrespiracion Los peroxisomas son orga- 
nelos citoplasmicos cuya funcion en el metabolismo oxidativo se 
explico en la section 5.6 del capitulo anterior. Los estudios refe- 
rentes a los peroxisomas de las celulas de las hojas revelaron un 
ejemplo sorprendente de interdependencia entre los diferentes 
organelos. La micrografia electronica de la figura 6-23 muestra 
un peroxisoma de una celula de hoja situada contra las superfi¬ 


cies de dos cloroplastos adyacentes y muy proxima a una mito- 
condria cercana. Esta disposition no es una coincidencia, sino 
que refleja una relation bioquimica subyacente en la que los pro- 
ductos de un organelo sirven como sustrato en otro. Las reaccio- 
nes que ocurren en los diferentes organelos se superponen en la 
micrografia de la figura 6-23 y se resumen a continuation. 

Como se indico, la fotorrespiracion comienza cuando el 
difosfato de ribulosa reacciona con 0 2 para formar 3-PGA y 
un compuesto de dos carbonos, el fosfoglicolato (fig. 6-22). Tras 
su formation, el fosfoglicolato se convierte en glicolato, que se 
traslada del cloroplasto al peroxisoma. Ya en el peroxisoma, la 
enzima oxidasa de glicolato convierte el glicolato en glioxilato, 
que posteriormente puede transformarse en glicina y trasladarse 
a una mitocondria. En la mitocondria, dos moleculas de glicina 
(una molecula de dos carbonos) se convierten en una molecu¬ 
la de serina (una molecula de tres carbonos), con la liberation 
concomitante de una molecula de C0 2 . En consecuencia, por 
cada dos moleculas de fosfoglicolato producidas por Rubisco, un 
atomo de carbono que antes estaba fijo se pierde a la atmosfera. 
La serina que se produce en la mitocondria puede enviarse de 
regreso al peroxisoma y transformarse en glicerato, que puede 
transportarse al cloroplasto y usarse en la sintesis de carbohidra- 
to mediante la formation de 3-PGA. 

Dos grupos de plantas, llamadas plantas C 4 y CAM, supe- 
raron los efectos negativos de la fotorrespiracion al desarrollar 
mecanismos metabolicos que incrementan la proportion C0 2 / 
0 2 al que las moleculas de la enzima Rubisco se exponen. 
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FIGURA 6-23 Base celular de la fotorrespiracion. Micrografia electronica 
de una porcion de una celula mesofila de una hoja de tabaco que muestra un 
peroxisoma (identificado por su centro cristalino) presionado contra un par 
de cloroplastos y cerca de una mitocondria. Las reacciones de la fotorrespi¬ 
racion que ocurren en cada uno de estos organelos se describen en el texto 


y se muestran sobrepuestas sobre los organelos en los que tienen lugar. Esta 
serie de reacciones se conoce como Ciclo C 2 - Los ultimos pasos del ciclo, 
la conversion de serina en glicerato en el peroxisoma y luego en 3-PGA en 
el cloroplasto, no se muestran. (Micrografia cortesia de Sue Ellen 
Frederick y Eldon H. Newcomb.) 


Sfntesis de carbohidratos en las plantas C 4 

Hugo Kortschak publico en 1965 que cuando a la cana de azu- 
car se le suministra [ 14 C]0 2 , la radiactividad aparece primero en 
los compuestos organicos que contienen esqueletos de cuatro 
carbonos en lugar de la molecula PGA de tres carbonos que se 
encuentra en otros tipos de plantas. Un analisis mas minucioso 
revelo que estos compuestos de cuatro carbonos (sobre todo el 
oxaloacetato y el malato) provenlan de la combination de C0 2 
con fosfoenoipiruvato (PEP), por lo que representan un segun- 
do mecanismo de fijacion del dioxido de carbono atmosferico 
(fig. 6-24). La enzima que se encarga de unir el C0 2 con el PEP 
se denomino carboxilasa de fosfoenoipiruvato y cataliza el primer 
paso de la via C 4 . Las plantas que utilizan esta via se conocen 
como plantas C 4 y su principal representante son los pastos tro- 
picales. Antes de considerar el destino de este atomo de carbono 
recien fijado es conveniente examinar las posibles razones por 
las que se desarrollo una via alternativa para la fijacion del dioxi¬ 
do de carbono. 

Cuando una planta C 3 se coloca en una camara cerrada y se 
vigila su via fotosintetica, se observa que una vez que la planta 


reduce los niveles de C0 2 en la camara a cerca de 50 partes por 
millon (ppm), la velocidad de liberation de C0 2 por fotorrespi¬ 
racion es igual al ritmo de fijacion de C0 2 por fotosintesis, por 
lo que la production neta de carbohidrato cesa. En contraste, 
una planta que emplea la via C 4 continua la sintesis neta de car¬ 
bohidrato hasta que los niveles de C0 2 descienden a 1 a 2 ppm. 
Las plantas C 4 poseen esta capacidad porque la carboxilasa de 
PEP mantiene su operation con niveles de C0 2 mucho meno- 
res que los de la enzima Rubisco y no se inhibe con el 0,. Pero, 
^cual es el valor de una planta que puede fijar C0 2 a niveles tan 
bajos cuando la atmosfera tiene siempre niveles de C0 2 mayores 
de 300 ppm? 

El valor de la via C 4 se evidencia cuando las plantas C 4 se 
colocan en un ambiente seco y caliente similar al sitio donde 
muchas de ellas se desarrollan. El problema mas grave que las 
plantas que viven en un clima calido y seco enfrentan es la perdi- 
da de agua por las aberturas, llamadas estomas, en las superficies 
de sus hojas (fig. 6-2). Aunque los estomas abiertos permiten la 
perdida de agua, tambien brindan un canal por el que el C0 2 
entra a las hojas. Las plantas C 4 estan adaptadas a ambientes 
calidos y aridos porque son capaces de cerrar sus estomas para 
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FIGURA 6-24 Estructuray funcion en las plantas C 4 . Micrografia electroni- 
ca de un corte transversal de una hoja de planta C 4 que muestra la relation 
espacial entre las celulas mesofilas y las de la vaina del haz. Sobre la micro¬ 
grafia se superpusieron las reacciones de la fijacion de C0 2 que ocurren en 
cada tipo de celula. En el paso 1, el C0 2 se une con el fosfoenolpiruvato 
mediante la enzima carboxilasa de PEP en una celula mesofila que se loca- 
liza cerca del exterior de la hoja. El malato de cuatro carbonos que se forma 
por esta reaction se traslada a una celula de la vaina del haz que se localiza 


en un punto mas central (paso 2), donde el C0 2 se libera. El C0 2 se con- 
centra en la celula de la vaina del haz, lo que favorece la fijacion de C0 2 por 
Rubisco para formar 3-PGA (paso 3), el cual circula por el ciclo de Calvin. 
El piruvato que se forma cuando el C0 2 se libera se regresa a la celula meso¬ 
fila (paso 4), donde se convierte en fosfoenolpiruvato. Aunque el proceso 
requiere la hidrolisis de ATP (paso 5), el alto fndice C0 2 /0 2 en la celula de 
la vaina del haz minimiza la velocidad de la fotorrespiracion. (Micrografia 
ELECTRONICA CORTESIA DE S. CRAIG.) 


prevenir la perdida de agua, pero pueden mantener la captation 
suficiente de C0 2 para alimentar su actividad fotosintetica hasta 
su ritmo maximo. Esta es la razon por la que el garranchuelo, 
una planta C 4 , tiende a rebasar el cesped y desplaza los pastos C 3 
domesticos que se plantaron originalmente. La cana de azucar, 
el maiz y el sorgo son los cultivos mas importantes que usan la 
via C 4 . Como la mayor parte de las plantas C 4 no se desarrolla 
tan bien en temperaturas mas frias, su distribution se limita a 
mayores latitudes septentrionales y meridionales. 

Cuando se sigue el destino del C0 2 fijado mediante la via 
C 4 , se observa que el grupo C0 2 se libera pronto, solo para que 
Rubisco lo capture de nuevo y lo convierta en los intermediaries 
metabolicos de la via C 3 (fig. 6-24). La base para este metabo- 
lismo en apariencia paradojico se vuelve evidente al examinar la 
anatomia de la hoja de una planta C 4 . A diferencia de las hojas de 
las plantas C 3 ,las hojas de C 4 contienen dos cilindros concentri- 
cos de celulas: un cilindro exterior formado por celulas mesofilas 
y un cilindro interior compuesto por celulas de la vaina del haz 
(fig. 6-24). La fijacion de C0 2 al fosfoenolpiruvato ocurre en 
las celulas mesofilas externas. La actividad de la carboxilasa de 
PEP puede continuar aun cuando los estomas de las hojas esten 
casi cerrados y el nivel de C0 2 en las celulas sea muy bajo. Tras 
su formation, los productos C 4 se transportan a traves de los 
plasmodesmas en la pared celular adyacente (vease fig. 7-35) y 
hacia las celulas de la vaina del haz de paredes gruesas, que estan 
selladas a los gases atmosfericos. Una vez en las celulas de la 
vaina del haz, el C0 2 fijado con anterioridad puede separarse del 


portador C 4 , lo que produce un nivel elevado de C0 2 en estas 
celulas interiores, un nivel adecuado para la fijacion de Rubisco. 
Los valores de dioxido de carbono en las celulas de la vaina del 
haz pueden ser 100 veces mas altos que en las celulas mesofilas. 
Por tanto la via C 4 proporciona un mecanismo para impulsar la 
fijacion de C0 2 por la via C 3 menos eficiente mediante el “bom- 
beo” de C0 2 hacia la vaina del haz. Tras la separation de C0 2 
del compuesto de cuatro carbonos, el piruvato formado regresa 
a las celulas mesofilas para recargarse como fosfoenolpiruvato 
(fig. 6-24). Ademas de ahorrar agua, las plantas que utilizan la 
via C 4 son capaces de generar altos indices de C0 2 /0 2 en el 
ambiente local de Rubisco, lo que favorece el proceso de fijacion 
del C0 2 sobre la fotorrespiracion. De hecho los intentos para 
demostrar la fotorrespiracion en las hojas intactas de plantas C 4 
casi siempre fracasan. 

Antes de dejar el tema de la fotosintesis C 4 , cabe senalar 
que varios laboratories botanicos pretenden introducir partes de 
la maquinaria fotosintetica C 4 en las plantas C 3 como un inten- 
to para impulsar la productividad agricola. Por ejemplo, el gen 
de la carboxilasa del PEP del maiz (una planta C 4 ) se introdujo 
en el arroz (una planta C 3 ) con la esperanza de crear un meca¬ 
nismo concentrador de C0 2 dentro de las celulas mesofilas del 
arroz donde se encuentra la enzima Rubisco. Aunque algunos 
estudios de campo de estas plantas modificadas por ingenieria 
genetica son alentadores, aun es demasiado pronto para afirmar 
si alguno de los aumentos observados en la eficiencia fotosin¬ 
tetica se debe a los niveles mas altos de asimilacion de C0 2 , a 
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los menores niveles de fotorrespiracion, a la mayor resistencia al 
estres o a algun otro mecanismo. 

Smtesis de carbohidratos en las plantas CAM 

Muchas plantas deserticas, como los cactos, tienen otra adap¬ 
tation bioquimica que les permite sobrevivir en un habitat muy 
caliente y seco. Se conocen como plantas CAM y utilizan la 
carboxilasa del PEP en la fijacion del C0 2 atmosferico, como 
las plantas C 4 . 3 Sin embargo, a diferencia de estas ultimas, las 
especies CAM efectuan reacciones dependientes de la luz y 
fijacion de C0 2 en momentos diferentes del dia, en lugar de 
hacerlo en distintas celulas de la hoja. En tanto las plantas C 3 
y C 4 abren los estomas de sus hojas y fijan el C0 2 en el dia, las 
plantas CAM mantienen sus estomas cerrados durante las horas 
calientes y secas del dia. Luego, por la noche, cuando la veloci- 
dad de perdida de vapor de agua disminuye mucho, abren sus 
estomas y fijan el CCE mediante la carboxilasa de PEP. Como 
cada vez mas dioxido ae carbono se fija en las celulas mesofilas 
durante la noche, el malato que se genera se traslada hacia la 


3 CAM es un acronimo para metabolismo acido de crassulaceas, denominado asi por las 
plantas de la familia Crassulaceae en las que se descubrio. 


vacuola central de la celula. La presencia de malato (en forma de 
acido malico dentro de la vacuola acida) es evidente por el “esta- 
do matutino” acido de las plantas. Durante el dia los estomas 
se cierran y el acido malico se mueve hacia el citoplasma. Ahi 
libera el C0 2 que la enzima Rubisco puede fijar en presencia de 
las concentraciones bajas de C0 2 que existen cuando los esto¬ 
mas estan cerrados. Luego los carbohidratos se sintetizan con 
la energia del ATP y el NADPH generados por las reacciones 
dependientes de la luz. 


REVISION 


1. Describa el plan basico del ciclo de Calvin, indicando 
las reacciones que requieren ingreso de energia. 4 Por 
que se define como un ciclo? <;Por que debe gastarse 
energia en este tipo de via? 4 Cuales son los productos 
finales de la via? 

2. Describa las principals diferencias estructurales y bio- 
quimicas entre las plantas C 3 y las C 4 . ^Como influyen 
estas diferencias en la capacidad de estos dos tipos de 
plantas para crecer en climas calidos y secos? 


SINQPSIS 


Se supone que las primeras formas de vida eran heterotrofos que 
dependian de moleculas organicas formadas en condiciones abioti- 
cas; al final, estas formas fueron rebasadas por los autotrofos, orga- 
nismos capaces de sobrevivir con el C0 2 como su principal fuente de 
carbono. Se cree que los primeros autotrofos realizaron fotosmtesis 
no oxigenica en la que compuestos como el H 2 S se oxidaban como 
fuente de electrones. La evolucion de la fotosmtesis oxigenica, en la que 
el agua se oxida y se libera 0 2 , permitio a las cianobacterias explotar 
una variedad de habitat mucho mas amplia y establecer la base para la 
respiracion aerobica (pag. 214). 

Los cloroplastos son organelos grandes limitados por membrana 
que evolucionaron de un procariota fotosintetico. Los cloroplastos 
estan limitados por una doble membrana porosa por la inclusion de 
porinas en la membrana externa. Los tilacoides son sacos membrano- 
sos aplanados dispuestos en pilas ordenadas o granos. Los tilacoides 
estan rodeados por un estroma fluido que contiene DNA, ribosomas y 
la maquinaria necesaria para la expresion genetica (pag. 216). 

Las reacciones de la fotosmtesis dependientes de la luz comien- 
zan con la absorcion de fotones por parte de los pigmentos foto- 
sinteticos, un fenomeno que impulsa los electrones a los orbitales 
exteriores, desde los cuales pueden transferirse a un receptor de 
electrones. Los principales pigmentos absorbentes de luz en las 
plantas son las clorofilas y los carotenoides. Cada molecula de cloro- 
fila consiste en un anillo de porfirina que contiene Mg 23- que parti- 
cipa en la absorcion de la luz y una cola de hidrocarburo (un fitol) 
que mantiene el pigmento incrustado en la bicapa. La clorofila absor- 
be con mas avidez las regiones azul y roja del espectro visible y con 
menor fuerza el verde. Los carotenoides absorben con mayor avidez 
las regiones azul y verde, y con menor las regiones roja y naranja. El 
espectro de accion de la fotosmtesis, que muestra las longitudes de onda 
que pueden estimular la fotosmtesis, sigue muy de cerca al espectro de 


absorcion de los pigmentos. Los pigmentos fotosinteticos se organizan 
en unidades funcionales en las que una sola molecula, la clorofila del 
centra de reaccion, transfiere electrones a un receptor de electrones. 
Casi todas las moleculas de pigmento forman una antena recolectora 
de luz que atrapa fotones de diferentes longitudes de onda y transfie¬ 
re la energia de excitacion a la molecula de pigmento en el centra de 
reaccion (pag. 219). 

La transferencia de un par de electrones de H 2 0 a NADP + bajo con¬ 
diciones propias de los cloroplastos utiliza el ingreso de casi 2 V de 
energia, que se obtiene de la accion combinada de dos fotosistemas 
separados. El fotosistema II (PSII) impulsa electrones de un nivel 
energetico menor al del agua hasta el punto intermedio, mientras que 
el fotosistema I (PSI) lleva los electrones al mayor nivel energetico, por 
arriba de NADP + . Conforme cada uno de los fotosistemas absorbe foto¬ 
nes, la energia pasa a sus pigmentos del centra de reaccion respectivos 
(P680 para PSII y P700 para PSI). La energia absorbida por las clorofi¬ 
las del centra de reaccion sirve para impulsar los electrones a un orbital 
exterior, de donde se transfieren a un receptor primario y se produce 
un pigmento con carga positiva (P680 + y P700 + ) (pag. 222). 

El trayecto del flujo no ciclico de electrones del agua al PSII y luego 
del PSI a NADP + tiene la forma de una Z. La primera rama de esta 

Z va del H 2 0 al PSII. La mayor parte de los pigmentos antena que 
recolectan luz para el PSII se encuentra en un complejo separado que se 
denomina LHCII. La energia fluye del LHCII al centra de reaccion del 
PSII, donde un electron de P680 se transfiere a un receptor primario, 
que es una molecula de feofitina similar a la clorofila. Esta transferencia 
de electrones genera un agente oxidante fuerte (P680 + ) y un agente 
reductor debil (Feo - ). La separation de la carga en el PSII se estabiliza 
mediante el movimiento de las moleculas con carga contraria para que 
queden mas alejadas; esto se logra cuando el electron se transfiere de la 
feofitina a la quinina PQ_ A y luego a la PQ_ g . La absorcion sucesiva de 
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dos fotones por el PSII conduce a la transference de dos electrones a 
PQ_ b para formar PQ_ B - , que despues capta dos protones del estroma, 
y se forma PQH 2 (plastoquinona reducida). La plastoquinona reducida 
sale del centro de reaccion y se sustituye por una plastoquinona oxidada 
que es capaz de recibir electrones adicionales. Conforme cada electron 
se traslada de P680 al receptor primario y luego a PQ_ B , el pigmento del 
centro de reaccion con carga positiva (P680 + ) se neutraliza por un elec¬ 
tron proveniente de una proteina que contiene cuatro iones manganeso 
y un ion calcio. Conforme cada electron se traslada a P680, la proteina 
que contiene Mn-Ca acumula un equivalente oxidante. Una vez que 
la proteina acumulo cuatro equivalentes oxidantes puede retirar cuatro 
electrones del agua, una reaccion que genera 0 2 y libera cuatro H + a la 
luz tilacoide, lo que contribuye al gradiente de protones (pag. 223). 

Los electrones de la plastoquinona reducida se transfieren al comple- 
jo proteico multiple citocromo b^fi mientras que los protones se libe- 
ran a la luz tilacoide, lo que contribuye al gradiente de protones. Los 

electrones del citocromo b 6 f pasan a la plastocianina, localizada en el 
lado luminal de la membrana tilacoide, y a P700 + , el pigmento del 
centro de reaccion del PSI que perdio un electron luego de absorber un 
foton. Conforme P700 absorbe cada foton, el electron se transfiere a 
un receptor primario, A Q , y luego a traves de varios centros de hierro- 
azufre del centro de reaccion del PSI hasta la ferredoxina. Los elec¬ 
trones se trasladan de la ferredoxina a NADP + y se forma NADPH, 
que requiere un proton del estroma, y esto contribuye al gradiente de 
protones. En resumen, el flujo no ciclico de electrones produce la oxi- 
dacion de H 2 0 en 0 2 , con la transferencia de electrones a NADP + , la 
formacion de NADPH y el establecimiento de un gradiente de H + a 
traves de la membrana (pag. 226). 

El gradiente de protones que se establece durante las reacciones 
dependientes de la luz proporciona la energia necesaria para la 
formacion de ATP en el cloroplasto, un proceso que se denomina 
fotofosforilacion. La maquinaria para la sintesis de ATP en el cloro¬ 
plasto es identica a la de la mitocondria; la sintetasa de ATP consiste 
en una cabeza CF 1 que sobresale del estroma y una base CF 0 que esta 
incrustada en la membrana tilacoide. Los protones impulsan la forma¬ 
cion de ATP cuando se mueven de una mayor concentracion en la luz 
del tilacoide, a traves de la base CF Q y hasta el estroma, lo que disipa 
el gradiente de H + . La sintesis de ATP puede ocurrir en ausencia de 
oxidacion de H 2 0 por un proceso de fotofosforilacion ciclica en el que 
el PSII no participa. El pigmento P700 del PSI absorbe la luz, pasa a 
la ferredoxina y regresa al centro de reaccion del PSI con deficiencia de 
electrones mediante el citocromo b^f. Cuando los electrones recorren la 
via ciclica, los protones se trasladan a la luz tilacoide y luego impulsan 
la formacion de ATP (pag. 228). 

PREGUNTAS ANALITICAS 

1. ,:Cual de los dos fotosistemas opera con el potencial redox mas 
negativo? <:Cual genera el agente reductor mas potente? <:Cual 
debe absorber cuatro fotones durante cada ronda de fotofosforila¬ 
cion no ciclica? 

2. <;Que tipo de planta (C 3 , C 4 o CAM) se esperaria que funcionara 
mejor si se expusiera a la luz diurna continua en condiciones cali- 
das y secas? <:Por que? 

3. ,:Cual de las siguientes sustancias: PQH 2 , citocromo b 6 reducido, 
ferredoxina reducida, NADP + , NADPH, 0 2 , H 2 0, es el agen¬ 
te reductor mas potente? <;Cual es el agente oxidante mas fuer- 
te? <;Cual tiene mayor afinidad por los electrones? <:Cual tiene los 
electrones mas energeticos? 

4. Supongase que se va a agregar el separador dinitrofenol (DNP; 
pag. 198) a una preparation de cloroplastos que realiza fotosinte- 


Durante las reacciones dependientes de la luz, la energia quimica 
almacenada en NADPH y ATP se usa para sintetizar carbohidratos 
a partir de C0 2 . El C0 2 se convierte en carbohidrato por la via C 3 
(o ciclo de Calvin) en la que la carboxilasa de difosfato de ribulosa 
(Rubisco) fija el C0 2 a un compuesto de cinco carbonos, el difosfato 
de ribulosa, y forma un intermediario inestable de seis carbonos, que 
se divide en dos moleculas de acido 3-fosfoglicerico. El NADPH y el 
ATP se utilizan para convertir las moleculas de PGA en fosfato de gli- 
ceraldehido. Por cada seis moleculas de C0 2 que se fijan, dos moleculas 
de fosfato de gliceraldehido pueden dirigirse a la formacion de sacarosa 
o almidon, mientras que las 10 moleculas restantes pueden usarse para 
regenerar el difosfato de ribulosa para las rondas siguientes de fijacion 
de dioxido de carbono (pag. 229). 

La enzima Rubisco tambien puede catalizar una reaccion en la que 
el 0 2 , y no el C0 2 , se une en forma covalente con el difosfato de 
ribulosa. Este proceso, que se conoce como fotorrespiracion, conduce 
a la formacion de compuestos que se metabolizan en reacciones que 
llevan a la perdida de C0 2 . Como la fotorrespiracion comprende capta¬ 
tion de 0 2 y liberation de C0 2 , representa un desperdicio de la energia 
de la planta. La proporcion entre la fotorrespiracion y la fijacion del 
C0 2 depende del indice C0 2 /0 2 al que la enzima Rubisco se enfrente. 
Dos grupos de plantas, plantas C 4 y CAM, tienen mecanismos que 
incrementan esta proporcion (pag. 232). 

Las plantas C 4 y CAM tienen una enzima adicional para la fijacion 
del C0 2 , la carboxilasa de fosfoenolpiruvato, que es capaz de operar a 
niveles muy bajos de C0 2 . Las plantas C 4 poseen una estructura unica 
en sus hojas que contiene un cilindro exterior de celulas mesofilas y un 
cilindro interno de celulas de la vaina del haz que se sellan a los gases 
atmosfericos. La carboxilasa del PEP opera en los mesofilos, donde el 
C0 2 se fija al compuesto de tres carbonos fosfoenolpiruvato (PEP) para 
formar un acido de cuatro carbonos, que se transporta a la vaina del haz, 
donde se descarboxila. El C0 2 liberado en la vaina del haz se acumula en 
altas concentraciones, lo que favorece la fijacion del C0 2 con el difosfato 
de ribulosa y la formacion de PGA y fosfato de gliceraldehido por el 
ciclo de Calvin. Las plantas CAM efectuan las reacciones dependientes 
de la luz y las independientes de la luz en horarios diferentes del dia. Las 
plantas CAM mantienen sus estomas cerrados durante las horas calientes 
y secas del dia, con lo que evitan la perdida de agua. Luego, por la noche, 
abren los estomas y fijan el C0 2 mediante la carboxilasa de PEP El acido 
malico que se produce en estas reacciones se almacena en la vacuola hasta 
las horas diurnas, cuando el compuesto se regresa al cloroplasto. Ahi libe¬ 
ra C0 2 , que puede fijarse con Rubisco en condiciones de niveles bajos de 
C0 2 y convertirse en carbohidrato con la energia del ATP y el NADPH 
generados por las reacciones dependientes de la luz (pag. 234). 


sis. ,;Cual de las siguientes actividades se esperaria que se afecta- 
ra? 1) Absorcion de luz, 2) fotofosforilacion ciclica, 3) transporte 
de electrones entre PSII y PSI, 4) fotofosforilacion no ciclica, 5) 
sintesis de PGA y 6) reduction de NADP + . 

5. Calcular la fuerza motriz de pro tones que se formaria a traves de 
una membrana tilacoide que mantuviera una diferencia de 10 000 
veces en [H + ] y ninguna diferencia en el potencial electrico. (La 
ecuacion para la fuerza motriz de protones se encuentra en la pagi- 
na 198.) 

6. ,:En que condiciones se esperaria que una planta realizara la foto¬ 
fosforilacion ciclica mas intensa? 

7. Contrastar el cambio en el pH del medio que ocurre cuando los 
cloroplastos aislados llevan a cabo la fotosintesis en comparacion 
con mitocondrias aisladas que realizan la respiration aerobica. 
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8. En el capitulo anterior se senalo que la mayor parte de la fuerza 
motriz de pro tones en las mitocondrias se expresa como voltaje. 
En contraste, la fuerza motriz de protones que se genera durante 
la fotosintesis se expresa casi de manera exclusiva como gradiente 
de pH. <;C6mo pueden explicarse estas diferencias? 

9. Comparar las funciones del PSI y el PSII en la generacion del 
gradiente electroquimico a traves de la membrana tilacoide. 

10. ^Habria acuerdo en cuanto a que una planta C 3 tiene que gastar 
mas energia por cada molecula de C0 2 que convierte en carbohi- 
drato que una planta C 4 ? <;Por que? 

11. En la fotosintesis, la captura de la energia luminica produce la 
liberacion y la transferencia ulterior de electrones. <;De que mole- 
culas provienen originalmente los electrones? ,:En que moleculas 
terminan estos electrones? 

12. ,:Cuantas moleculas de ATP y NADPH se requieren en la via C 3 
para formar un azucar de seis carbonos? Si la sintesis de una mole¬ 
cula de ATP necesitara cuatro protones, <;se esperaria que estos 
requerimientos relativos de ATP y NADPH se cubrieran con la 
fotofosforilacion no ciclica en ausencia de fotofosforilacion ciclica? 

13. Si la feofitina y la A 0 (una molecula de clorofila a) son los recep- 
tores primarios de electrones del PSII y el PSI, respectivamente, 


,:cuales son los donantes primarios de electrones de cada fotosis- 
tema? 

14. Comparar las funciones de tres atomos metalicos diferentes en las 
reacciones dependientes de la luz de la fotosintesis. 

15. <;Se esperaria que el efecto invernadero (incremento del contenido 
de C0 2 de la atmosfera) tuviera un mayor impacto en las plantas 
C 4 o en las C 3 ? <:Por que? 

16. ,:Se esperaria que el contenido de agua atmosferica fuera un factor 
importante en el exito de una planta C 3 ? <;Por que? 

17. Se sugirio que los niveles bajos de C0 2 tienen una participacion 
clave en el mantenimiento de niveles estables de 0 2 de 21%. 
<;C6mo es posible que los niveles de C0 2 afecten los niveles de 0 2 
en la atmosfera? 

18. Supongase que los niveles de C0 2 se elevaran a 600 ppm, lo que 
tal vez fue cierto hace 300 millones de anos. ^Que efecto se cree 
que podria tener en la competencia entre las plantas C 3 y las C 4 ? 

19. Asumase que se coloca una planta C 3 en condiciones calientes 
y secas y se le aporta 18 0 2 marcado con radiactividad. <:En que 
compuestos se esperaria encontrar esta marca? 
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Interacciones entre 


las celulas y su ambiente 


7.1 El espacio extracelular 

7.2 Interacciones de las celulas 

con los materiales extracelulares 

7.3 Interacciones de las celulas entre si 

7.4 Zonas de oclusion: sellado del 
espacio extracelular 

7.5 Uniones comunicantes 

y plasmodesmas: mediacion 
de la comunicacion intercelular 


A unque la membrana plasmatica constituye un limite entre una celula viva y su 
ambiente no vivo, los materiales presentes fuera de la membrana plasmatica 
tienen un papel importante en la vida de una celula. La mayoria de las celulas 
de una planta o un animal estan organizadas en tejidos bien definidos en los que las 
celulas mantienen una relation definida entre si y con los materiales extracelulares que 
estan entre las celulas. Incluso las celulas que carecen de relaciones fijas dentro de un 
tejido solido, como los leucocitos que vigilan el cuerpo, deben interactuar en formas muy 
especificas con otras celulas y con materiales extracelulares con los que entran en contac- 
to. Estas interacciones regulan actividades tan diversas como la migration, crecimiento 
y diferenciacion de las celulas, ademas determinan la organization tridimensional de los 
tejidos y organos que surgen durante el desarrollo embrionario. 


7.6 Paredes celulares 


PERSPECTIVA HUMANA: El papel 

de la adhesion celular en la inflamacion 
y la metastasis 

Micrografla con fluorescencia de una celula endotelial (un tipo de celula que recubre la superficie interna de los 
vasos sanguineos). La celula es cuadradaporque se extiende sobre unparche cuadrado diminuto de unaproteina 
adhesiva llamadafibronectina que se aplico alplatillo de cultivo. La celula parece montada en un marco verde 
porque se trato con un anticuerpo verde fluorescente que se une con la proteina citopldsmica actina, un com- 
ponente del dtoesqueleto. (Reimpresa a partir de Christopher S. Chen, Clifford Brangwynne 
y Donald E. Ingber, Trends Cell Biol 9:283, 1999; © 1999, con autorizacion de Elsevier 
Science.) 
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FIGURA 7-1 Revision de la forma en que se organizan las celulas en tejidos 
e interactiian entre si y con su ambiente extracelular. En este esquema 
de un corte de la piel humana se advierte que las celulas de la epidermis se 
adhieren entre si mediante contactos especializados. La capa basal de las 
celulas epidermicas tambien se adhiere a una capa subyacente no celular (la 


membrana basal). La dermis consiste sobre todo en elementos extracelulares 
que interactuan unos con otros y con las superficies de las celulas dispersas 
(sobre todo fibroblastos). Las celulas contienen receptores que interactuan 
con los materiales extracelulares. 


Este capitulo se enfoca en el ambiente extracelular y los 
tipos de interacciones en las que participan las celulas. La figu- 
ra 7-1 muestra un corte esquematico de la piel humana y pre- 
senta una revision de varios de los temas que se tratan en este 
capitulo. La capa externa de la piel (la epidermis) es un tipo 
de tejido epitelial. A1 igual que otros epitelios que recubren 
espacios dentro del cuerpo, la epidermis consiste sobre todo en 
celulas muy proximas unidas entre si y con una capa no celular 
subyacente mediante contactos especializados (mostrados en el 
recuadro superior de la figura 7-1). Estos contactos proporcio- 
nan un mecanismo para que las celulas se adhieran y se comu- 
niquen entre si. En cambio, la capa mas profunda de la piel 
(la dermis) es un tipo de tejido conjuntivo. A1 igual que otros 
tejidos conjuntivos, como los que forman un tendon o cartilago, 
la dermis consiste sobre todo en material extracelular, inclui- 
das varias fibras distintas que interactuan entre si de maneras 
especificas. Una mirada mas cercana a una de las celulas dis¬ 
persas (fibroblastos) de la dermis muestra que la capa externa 
de la membrana plasmatica contiene receptores que median las 
interacciones entre la celula y los componentes de su ambiente 
(mostrados en el recuadro inferior de la figura 7-1). Estos recep¬ 
tores de la superficie celular no solo interactuan con el medio 
externo, sino que ademas su extremo interno esta conectado con 
varias proteinas citoplasmicas. Los receptores con este tipo de 
union doble son muy adecuados para transmitir mensajes entre 
la celula y su ambiente. • 


7.1 EL ESPACIO EXTRACELULAR _ 

Si se comienza en la membrana plasmatica y se inicia 
un desplazamiento hacia fuera, se pueden examinar los tipos de 
elementos extracelulares que rodean a diversos tipos de celulas. 
En el capitulo 4 se senalo que todas las proteinas integrales de 
la membrana plasmatica, asi como ciertos lipidos de membrana, 
tienen cadenas de azucares (oligosacaridos) de longitud variable 
que se proyectan al exterior de la membrana plasmatica (vease fig. 
4-4c). Estas proyecciones de carbohidratos forman parte de una 
capa aplicada a la superficie externa de la membrana plasmatica, 
el glucocaliz (o cubierta celular) (fig. 7-2 a). Este material extra¬ 
celular es muy prominente en algunos tipos de celulas, como las 
epiteliales que recubren el tubo digestivo de los mamiferos (fig. 
7-2 b). Se cree que el glucocaliz media las interacciones entre 
celulas y entre las celulas y el sustrato, suministra protection 
mecanica a las celulas, sirve como barrera contra particulas que 
se mueven hacia la membrana plasmatica y se une con factores 
reguladores importantes que actuan sobre la superficie celular. 

La matriz extracelular 

Muchos tipos de celulas animales estan rodeadas por una matriz 
extracelular (ECM), una red organizada de materiales extrace¬ 
lulares que se encuentra mas alia de la proximidad inmediata de 
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FIGURA 7-2 El glucocaliz. a) Superficie basal de una celula ectodermica de 
un embrion joven de polio. Pueden distinguirse dos estructuras aplicadas a 
la superficie celular externa: un glucocaliz interno (GC) y una membrana 
basal externa (BM). b ) Esta micrografia electronica de la superficie apical 
de una celula epitelial del recubrimiento del intestino muestra el glucocaliz 
extenso, que se tino con la protefna ferritina, que contiene hierro. ( A , toma- 
da de A. Martinez-Palomo, Int Rev Cytol 29:64,1970; B , tomada de 
S. Ito y D. W. Fawcett/Photo Researchers.) 


la membrana plasmatica (fig. 7-3). La ECM es mas que material 
inerte de empaque o un pegamento inespecifico que mantiene 
las celulas unidas; a menudo posee un papel regulador clave para 
determinar la forma y las actividades de la celula. Por ejemplo, 
la digestion enzimatica de la ECM que rodea a las celulas de 
cartilago cultivadas o las celulas epiteliales de la glandula mama- 
ria produce un descenso notorio de las actividades sinteticas y 
secretoras de las celulas. La adicion de los materiales de la matriz 
extracelular al cultivo puede restaurar el estado diferenciado de 
las celulas y su capacidad para sintetizar sus productos usuales 
(vease fig. 7-29). 

Una de las matrices extracelulares mejor definidas es la 
membrana basal (o lamina basal), una hoja continua de 50 a 200 
nm de grosor que: a) rodea a las celulas musculares y adiposas; 
b) se encuentra bajo la superficie basal de los tejidos epiteliales, 
como la epidermis (figs. 7-1 y 7-4a), o el recubrimiento del tubo 
digestivo y las vias respiratorias, y c) esta bajo el recubrimiento 
endotelial de los vasos sanguineos. Las membranas basales con- 
fieren soporte mecanico a las celulas que se unen a ellas, gene- 



(b) 


FIGURA 7-3 Matriz extracelular (ECM) de celulas de cartilago. a) Micro- 
grafia electronica de barrido de parte de una colonia de celulas de cartila¬ 
go (condrocitos) que muestra los materiales extracelulares secretados por 
las celulas. b ) La ECM de un condrocito individual se ha hecho visible 
agregando una suspension de eritrocitos (RBC). El espesor de la ECM es 
evidente por el espacio claro (punta de flecha) que no es penetrado por 
los RBC. La barra representa 10 pm. ( A , Michael Solursh y Gerald 
Karp; B , Cortesia de Greta M. Lee, Brian Johnston, Ken Jacobson 
y Bruce Caterson.) 


ran senales que mantienen la supervivencia celular, sirven como 
sustrato para la migration celular, separan tejidos adyacentes 
dentro de un organo y actuan como barrera al paso de macro- 
moleculas. Con respecto a esta ultima actividad, las membranas 
basales poseen un papel importante en la prevention de la salida 
de proteinas de la sangre hacia los tejidos. Esto representa una 
importancia especial en los rinones, donde la sangre se filtra a 
gran presion por una membrana basal de doble capa que separa 
los capilares del glomerulo de la pared de los tubulos renales (fig. 
7-4b). La insuficiencia renal cronica en los diabeticos puede ser 
resultado del engrosamiento anormal de las membranas basales 
que rodean a los glomerulos. Las membranas basales tambien 
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( a ) 10 pm 


FIGURA 7-4 La membrana basal (lamina basal), a) Micrograffa electronica 
de barrido de la piel humana. La epidermis se separo de una parte de la 
membrana basal, que se ve por debajo de las celulas epidermicas. b) Se forma 
una membrana basal mas gruesa de lo usual entre los vasos sanguineos del 
glomerulo y el extremo proximal de los tubulos renales. Esta capa extracelu- 
lar tiene un papel importante en la filtration de liquido que se ve forzado a 
salir de los capilares hacia los tubulos renales durante la formation de orina. 



(b) 


Los puntos negros dentro de la membrana basal del glomerulo (GBM) son 
particulas de oro unidas con anticuerpos que se unen con las moleculas de 
colagena tipo IV en la membrana basal (CL, luz capilar; P, podocito del 
tubulo). La barra representa 0.5 pm. ( A , cortesia de Karen Holbrook; B , 
tomada de Michael Desjardins yM. Bendayan,J Cell Biol 113:695, 
1991. Con autorizacion de los derechos reservados del Rockefe¬ 
ller University Press.) 


sirven como barrera contra la invasion de tejidos por celulas 
cancerosas. La organization molecular de las membranas basa- 
les se describe mas adelante (vease fig. 7-12). 

Aunque la matriz extracelular puede tomar diversas formas 
en diferentes tejidos y organismos, tiende a estar compuesta 


por macromoleculas similares. A diferencia de la mayoria de 
las proteinas presentes dentro de las celulas que son moleculas 
compactas y globulares, las del espacio extracelular casi siempre 
son fibrosas y extendidas. En el espacio extracelular, estas protei¬ 
nas pueden disponerse por si mismas en una red tridimensional 
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FIGURA 7-5 Revision de la organization macromolecular de la matriz 
extracelular. Las proteinas y polisacaridos mostrados en esta ilustracion 
se describen en las secciones siguientes. Las proteinas presentadas (fibro¬ 
nectina, colagena y laminina) contienen sitios de union para unas y otras, 


ademas de sitios de union para receptores (integrinas) que se localizan en la 
superficie celular. Los proteoglucanos son enormes complejos de proteina y 
polisacaridos que ocupan gran parte del volumen del espacio extracelular. 
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interconectada que se muestra en la figura 7-5 y se describe en 
las secciones siguientes. Entre sus diversas funciones, las pro- 
teinas de la ECM sirven como andamios, vigas, cables y pega- 
mento. Como se advierte en toda la description que sigue, las 
alteraciones de la secuencia de aminoacidos de las proteinas 
extracelulares pueden ocasionar trastornos graves. Primero se 
describe una de las moleculas mas importantes y ubicuas de la 
ECM, la glucoproteina colagena. 

Colagena Las colagenas son una familia de glucoproteinas 
fibrosas que solo estan presentes en las matrices extracelulares. 
Las colagenas se hallan en todo el reino animal y se distinguen 
por su gran fuerza tensil, es decir, que resisten el estiramiento. 
Se estima que una fibra de colagena de 1 mm de diametro es 
capaz de mantener suspendido un peso de 10 kg sin romper- 
se. La colagena es la proteina individual mas abundante en el 
cuerpo humano (representa mas de 25% de todas las proteinas), 
un hecho que refleja la presencia diseminada de los materiales 
extracelulares. 

La colagena se produce sobre todo en los fibroblastos, las 
celulas que se encuentran en varios tipos de tejido conjuntivo, 
y tambien en las celulas epiteliales y de musculo liso. Se han 
identificado 27 tipos distintos de colagena. Cada tipo se limita 
a sitios particulares del cuerpo, pero a menudo hay dos o mas 
tipos distintos juntos en la misma ECM. Se alcanza una mayor 
complejidad funcional porque varios tipos de colagena se com- 
binan dentro de la misma fibra. Estas fibras “heterotipicas” son 
el equivalente biologico a una aleacion metalica. Es probable 
que las diferentes propiedades estructurales y mecanicas se 
deban a las diversas mezclas de colagenas en las fibras. Aunque 
hay muchas diferencias entre los integrantes de la familia de la 
colagena, todas comparten por lo menos dos rasgos estructurales 
importantes. Primero, todas las moleculas de colagena son tri- 



meros formados por tres cadenas polipeptidicas, llamadas cade- 
nas alfa. Segundo, por lo menos en una parte de su extension, las 
tres cadenas polipeptidicas de una molecula de colagena estan 
entretejidas unas con otras para formar una helice triple unica, 
parecida a un baston (fig. 7-6 a). 

Las cadenas a de las moleculas de colagena contienen gran- 
des cantidades de prolina, y muchos de los residuos de prolina 
(y lisina) son hidroxilados despues de la sintesis del polipeptido. 
Los aminoacidos hidroxilados son importantes para mantener la 
estabilidad de la triple helice a traves de la formation de enlaces 
de hidrogeno entre las cadenas componentes. La incapacidad de 
hidroxilar cadenas de colagena tiene graves consecuencias para la 
estructura y la funcion de los tejidos conjuntivos. Esto es puesto 
en evidencia por los sintomas del escorbuto, una enfermedad 
debida a deficiencia de vitamina C (acido ascorbico) y se carac- 
teriza por inflamacion gingival y perdida de dientes, cicatriza¬ 
tion deficiente de heridas, fragilidad osea y debilitamiento del 
recubrimiento de los vasos sanguineos, lo que ocasiona hemo- 
rragia interna. El acido ascorbico es requerido como coenzima 
por las enzimas que agregan grupos hidroxilo a los aminoacidos 
lisina y prolina de la colagena. 

Varios tipos de colagenas, incluidos los tipos I, II y III, 
se describen como colagenas fibrilares porque se disponen 
en fibrillas rigidas parecidas a cables, que a su vez se disponen en 
fibras mas gruesas, casi siempre lo bastante grandes para verse 
con el microscopio optico. La figura 7-67, c muestra el empa- 
que lado a lado de las hileras de moleculas de colagena I dentro 
de una fibrilla de colagena. Las fibrillas se fortalecen por enlaces 
covalentes entre residuos de lisina e hidroxilisina en moleculas 
adyacentes de colagena. Este proceso de enlace cruzado conti- 



FIGURA 7-6 La estructura de la colagena I. Esta figura muestra varios nive- 
les de organization de la colagena. a) La molecula de colagena (o mono- 
mero) es una triple helice compuesta por tres cadenas helicoidales alfa. 
Algunos tipos de colagena contienen tres cadenas alfa identicas, por lo que 
son homotrimeros, en tanto que otras son heterotrimeros que tienen dos o 
tres cadenas distintas. Cada molecula de colagena I mide 295 nm de largo. 
b ) Las moleculas de colagena se alinean en hileras en las que las molecu¬ 
las de una fila estan escalonadas respecto de la hilera contigua. Un haz de 


moleculas de colagena, como el que se muestra, forma una fibrilla de cola¬ 
gena. La disposition escalonada de moleculas produce bandas (lineas negras 
horizontales en la ilustracion) a traves de la fibrilla que se repiten cada 67 
nm (iguales a la longitud de la hendidura entre moleculas mas la superpo¬ 
sition). c ) Micrografia electronica de las fibras de colagena humana despues 
de sombreado metalico (vease fig. 18-15). El patron de bandas de las fibras 
refleja el patron de bandas de las fibrillas que la forman. (C, Cortesia de 
Jerome Gross y Francis O. Schmitt.) 
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nua durante toda la vida y es probable que contribuya a la dismi- 
nucion de la elasticidad de la piel y el aumento de la fragilidad 
osea en los ancianos. 

Entre los diversos componentes de la ECM, las moleculas 
de colagena proporcionan un marco insoluble que determina 
muchas de las propiedades mecanicas de la matriz. De hecho, a 
menudo pueden relacionarse las propiedades de un tejido parti¬ 
cular con la organization tridimensional de estas moleculas de 
colagena. Por ejemplo, los tendones, que conectan los musculos 
con los huesos, deben resistir fuerzas de traction muy grandes 
durante los momentos de contraction muscular. Los tendones 
contienen una ECM en la que las libras de colagena se alinean 
paralelas al eje longitudinal del tendon, y paralelas a la direc¬ 
tion de las fuerzas de traction. La cornea tambien es un tejido 
importante; debe servir como una capa durable y protectora en 
la superficie del globo ocular, pero tambien debe ser transparen- 
te para que la luz pueda pasar por el cristalino hasta la retina. 
La capa media gruesa de la cornea es el estroma, que contiene 
fibrillas de colagena relativamente cortas que se organizan en 
capas distintivas. La estructura en capas del estroma es similar 
a la de la madera contrachapada: las fibrillas de cada capa son 
paralelas a las otras fibrillas en la capa, pero perpendiculares a 
las fibrillas de las capas que estan a ambos lados (fig. 7-7). Esta 
estructura parecida a la madera contrachapada suministra fuerza 
a este delicado tejido al tiempo que la uniformidad del tamano 
y el empaque ordenado de las fibrillas minimiza la dispersion de 
los rayos de luz entrantes, lo que hace posible la transparencia 
del tejido. 

En virtud de la abundancia y la amplia distribution, no es 
sorprendente que las alteraciones de la formation de la cola¬ 
gena fibrilar produzcan trastornos graves. Las quemaduras o 
las lesiones traumaticas en organos internos pueden dar lugar 
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FIGURA 7-7 El estroma corneal posee sobre todo capas de fibrillas de cola- 
gena con diametro y espacios uniformes. Las moleculas de las capas alterna- 
das se disponen en angulos rectos entre si, por lo que simulan la estructura 
de la madera contrachapada. (Reimpresa de Nigel J. Fullwood, Struc¬ 
ture 12:169, 2004; Copyright 2004, con autorizacion de Elsevier 
Science.) 


a la acumulacion de tejido cicatrizal, el cual consiste sobre todo 
en colagena fibrilar. Las mutaciones en los genes que codifican 
la colagena tipo I pueden ocasionar osteogenesis imperfecta, un 
trastorno que puede ser fatal y se caracteriza por fragilidad osea 
extrema, piel delgada y tendones debiles. Las mutaciones en los 
genes que codifican la colagena tipo II alteran las propiedades del 
tejido cartilaginoso y causan enanismo y deformidades esquele- 
ticas. Las mutaciones en varios genes mas de la colagena pueden 
provocar defectos diferentes, pero relacionados, en la estructura 
de la matriz de colagena (llamados smdromes de Ehlers-Danlos). 
Las personas con uno de estos smdromes tienen articulaciones 
demasiado flexibles y piel muy extensible. 

No todas las colagenas forman fibrillas. Una de las colage- 
nas no fibrilares es la tipo IV, cuya distribution se limita a las 
membranas basales. Las membranas basales son hojas delgadas 
de soporte y las moleculas de colagena tipo IV se organizan en 
una red que le confiere soporte mecanico y sirve como celosia 
para que se depositen otros materiales extracelulares (vease fig. 
7-12). A diferencia de la colagena tipo I que posee una heli- 
ce triple larga y continua, el trimero de colagena tipo IV posee 
segmentos no helicoidales intercalados a lo largo de la molecula, 
ademas de dominios globulares en ambos extremos. Los seg¬ 
mentos no helicoidales hacen que la molecula sea flexible, en tan- 
to que los extremos globulares sirven como sitios de interaction 
entre las moleculas, lo que le da su caracter complejo parecido 
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FIGURA 7-8 La red de colagena tipo IV de la membrana basal. Microgra- 
fia electronica de una membrana basal de tejido amniotico humano que se 
extrajo con una serie de soluciones salinas para retirar los materiales distin- 
tos de la colagena. El tratamiento deja una red extensa, ramificada y poligo- 
nal de hebras que forman una celosia irregular. La evidencia indica que esta 
celosia consiste en moleculas de colagena tipo IV entrelazadas entre si en 
una estructura tridimensional compleja. La figura 7-12 muestra un modelo 
del andamiaje de la membrana basal. (Tomada de Peter D. Yurchenco 
y George C. Ruben, J Cell Biol 105:2561,1987. Con autorizacion de 
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a una celosia (fig. 7-8). Se han identificado mutaciones en los 
genes de la colagena tipo IV en pacientes con slndrome de Alport, 
que es una enfermedad renal hereditaria en la que la membrana 
basal del glomerulo (fig. 7-Ab) esta interrumpida. 

Proteoglucanos Ademas de la colagena, las membranas 
basales y otras matrices extracelulares casi siempre contienen 
grandes cantidades de un tipo distintivo de complejo proteina- 
polisacarido denominado proteoglucano. Un proteoglucano 
(fig. 7-9 a) consiste en una molecula de proteina central (mos- 
trada en negro en la figura 7-9 a) a la cual se le unen por enlaces 
covalentes cadenas de glucosaminoglucanos (GAG) (en la figura 
aparecen en rojo). Cada cadena de glucosaminoglucano se for¬ 
ma de un disacarido repetido, esto es, que tiene una estructura 
-A-B-A-B-A-, en la que A y B representan dos azucares distin- 
tos. Los GAG son muy acidos por la presencia de grupos sulfato 
y carboxilo unidos a los anillos de los azucares (fig. 7-9 b). Los 
proteoglucanos de la matriz extracelular pueden ensamblarse en 
complejos gigantes mediante la union de sus proteinas centrales 
a una molecula de acido hialuroiiico, un GAG sin sulfato (fig. 
7-9 c). La figura 7-9 d muestra la apariencia microscopica de uno 
de estos complejos, que puede ocupar un volumen equivalente 
al de una celula bacteriana. 

A causa de las cargas negativas producidas en los GAG sul- 
fatados, los proteoglucanos se unen con cantidades enormes de 
cationes, los que a su vez se unen con muchas moleculas de agua. 
Como resultado, los proteoglucanos forman un gel hidratado 
poroso que llena el espacio extracelular como material de empa- 
que (fig. 7-5) y resiste las fuerzas de aplastamiento (compresion). 
Esta propiedad complementa la de las moleculas adyacentes de 


colagena, que resisten a las fuerzas de traction y proporcionan 
un andamiaje para los proteoglucanos. En conjunto, las cola- 
genas y los proteoglucanos dan al cartilago y tambien a otras 
matrices extracelulares fuerza y resistencia a la deformation. 
La matriz extracelular del hueso tambien se compone de colage¬ 
na y proteoglucanos, pero se endurece por la impregnation con 
sales de fosfato de calcio. 

Ademas de actuar como componentes importantes de la 
ECM, un grupo de proteoglucanos, los proteoglucanos heparan 
sulfato (HSPG), funcionan directamente en la superficie celular. 
Entre los miembros de este grupo se incluyen los sindecanos, 
cuya proteina central atraviesa la membrana plasmatica. Los 
GAG, que se unen al dominio extracelular de la proteina, inter¬ 
action con diversas proteinas, incluidos importantes factores 
de crecimiento. Se especula que los GAG podrian proteger al 
factor de crecimiento contra la degradation e influir en la inter¬ 
action de dicho factor con su propio receptor en la superficie 
celular. Los GAG de estos proteoglucanos no estan constituidos 
de oligosacaridos identicos, sino que exhiben diversidad estruc- 
tural. Por ejemplo, una region puede contener azucares azufra- 
dos, mientras que otra puede carecer de sulfatacion. Se piensa 
que estas diferencias de composition dentro de una cadena de 
GAG influyen en las propiedades de union de diversas regiones 
de estas moleculas. 

Fibronectina El termino “matriz” implica una estructura 
formada por una red de componentes interactivos. El termino 
resulta muy adecuado para la matriz extracelular, que contiene 
diversas proteinas, ademas de colagena y proteoglucanos, que 
interaction entre si en formas muy especificas (fig. 7-5). La 



FIGURA 7-9 La estructura de un complejo de proteoglucano del tipo de 
cartilago. a) Representation esquematica de un solo proteoglucano consis- 
tente en una proteina central a la cual se unen una gran cantidad de cadenas 
de glucosaminoglucanos (GAG, mostrados en rojo). Un proteoglucano de 
la matriz del cartilago (p. ej., agrecano) puede contener cerca de 30 cadenas 
de sulfato de queratano y 100 de sulfato de condroitina. Los proteogluca¬ 
nos que se encuentran en las membranas basales (p. ej., perlecano y agrina) 
tienen solo unas cuantas cadenas de GAG unidas a la proteina central, b ) 
En esta figura se muestran las estructuras de los disacaridos repetitivos que 


forman cada GAG. Todos los GAG poseen grandes cantidades de cargas 
negativas (indicadas por el sombreado azul). c ) En la matriz del cartilago, los 
proteoglucanos individuales estan unidos con un GAG no sulfatado llama- 
do acido hialuronico (o hialuronano) y forman un complejo gigante con una 
masa molecular cercana a 3 000 000 Da. En el recuadro se halla uno de los 
proteoglucanos del tipo mostrado en la parte a. d) Micrografia electronica 
de un complejo de proteoglucano, comparable con el que se ilustra en la 
parte c que se aislo de la matriz del cartilago. (D, Cortesia de Lawrence 
C. Rosenberg.) 
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fibronectina, asi como otras protemas que se describen en este 
capitulo, consiste en un conjunto lineal de “bloques de cons¬ 
truction” distintos que dan a cada polipeptido una construction 
modular (fig. 7-10«). Cada polipeptido de fibronectina se cons- 
truye a partir de una secuencia de unos 30 modulos Fn plega- 
bles de manera independiente, dos de los cuales se muestran 
en el recuadro superior de la figura 7-10 a. Aunque los modulos 
de tipo Fn se descubrieron por primera vez en la fibronectina, 
forman parte de muchas otras protemas, desde los factores de 
coagulation sanguinea hasta receptores de membrana (vease 
fig. 7-22) y otras protemas de la ECM. Como se describe en la 


pagina 59, la presencia de segmentos compartidos entre diversas 
protemas sugiere que muchos genes actuales surgieron durante 
la evolution mediante la fusion de partes de genes ancestrales 
separados. En la fibronectina, los 30 modulos estructurales se 
combinan para formar cinco o seis dominios funcionales mas 
grandes, ilustrados por los cilindros de color de la figura 7-10«. 
Cada una de las dos cadenas polipeptidicas que forman la mole- 
cula de fibronectina contiene lo siguiente: 

1. Sitios de union para otros componentes de la ECM, como 
colagenas y proteoglucanos. Estos sitios de union facilitan las 
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FIGURA 7-10 Estructura de la fibronectina y su importancia durante el 
desarrollo embrionario. a ) Una molecula de fibronectina humana consiste 
en dos polipeptidos similares, pero no identicos, unidos por un par de enla¬ 
ces disulfuro localizados cerca del extremo C. Cada polipeptido se compone 
de una serie lineal de modulos distintos que se organizan en varias unidades 
funcionales mas grandes, ilustradas por los cilindros de color en esta figura. 
Cada una de estas unidades funcionales contiene uno o mas sitios de union 
para cada componente especifico de la ECM o la superficie de las celulas. 
Algunas de estas actividades de union se indican con las leyendas. Se indica 
el sitio de union celular del polipeptido que contiene la secuencia arg-gli- 
asp, o RGD. Como se explica mas adelante en este capitulo, esta secuencia 
se une en forma especffica con una clase particular de protemas integrates 
de la membrana plasmatica (integrinas) que participan en la union celular 
y la transduccion de senales. El recuadro muestra dos de los casi 30 modu¬ 
los Fn que se repiten y forman el polipeptido; la secuencia RGD forma 
un asa del polipeptido que sobresale de un modulo, b ) Corte a traves de un 
embrion joven de polio que se trato con anticuerpos fluorescentes contra la 
fibronectina. Esta ultima esta presente en la forma de fibrillas en las mem- 
branas basales (sitios de color rojo oscuro) que estan debajo de los epitelios 
embrionarios y proporcionan un sustrato sobre el cual migran las celulas. c ) 
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En esta micrografia las celulas de la cresta neural emigran de una porcion 
del sistema nervioso en desarrollo del polio (fuera del lfmite de la fotografia) 
hacia una caja de cultivo de vidrio que contiene franjas de superficie cubier- 
tas con fibronectina alternadas con franjas de vidrio desnudo. El limite de la 
region cubierta con fibronectina esta indicado por las lfneas blancas. Resul- 
ta evidente que las celulas permanecen solo en las regiones cubiertas con 
fibronectina. Las celulas que llegan al sustrato de vidrio (puntas de flecha) 
tienden a redondearse y perder sus capacidades migratorias. La flecha indica 
la direccion de la migration. d, e) El papel de la fibronectina en la formacion 
de la glandula salival embrionaria. La micrografia d muestra una glandula 
salival de un embrion de raton que credo durante 10 horas en un cultivo. 
Se ve que la glandula se divide en yemas mediante varias hendiduras (trian- 
gulos). La glandula que se muestra en e se cultivo por el mismo periodo en 
presencia de anticuerpos contra fibronectina, lo cual impidio la formacion 
de las hendiduras. ( B , Cortesia de James W. Lash; C, tomada de Gio¬ 
vanni Levi, Jean-Loup Duband y Jean Paul Thiery, Int Rev Cytol 
123:213,1990; D, E , reimpresas deTakayoshi Sakai, Melinda Larsen 
y Kenneth M. Yamada, Nature 423:877, 2003. © 2003 Macmillan 
Magazines Ltd.) 
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FIGURA 7-11 El papel de la migracion celular durante el desa- 
rrollo embrionario. a) Resumen de parte del transito celular que 
ocurre durante el desarrollo de los mamiferos. Los movimientos mas exten- 
sos estan conducidos por la cresta neural (mostrada en azul), que migra de 
la placa neural en la linea media dorsal del embrion y da origen a todas las 
celulas pigmentarias de la piel (P), los ganglios simpaticos (SpG), medula 
suprarrenal (AdM) y el cartilago del craneo embrionario (Mx, Md para 
los arcos maxilares y mandibulares). Las celulas germinales primordiales 
(PGC) migran del saco vitelino al sitio de formacion de las gonadas (G) 
dentro del embrion. Las progenitoras de las celulas linfoides se transportan 
al hfgado (L), medula osea (Bm), timo (Ti), ganglios linfaticos (LN) y bazo 
(Sp). (Nota: las “vias” mostradas aqui conectan los sitios de origen de las 
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celulas con su destino, no muestran con exactitud las rutas reales que siguen 
las celulas.) b ) Micrografia de un corte de una porcion del intestino primi- 
tivo posterior de un embrion de raton de 10 dias. Se advierte que las celulas 
germinales primordiales (verdes) migran a lo largo del mesenterio dorsal en 
su camino a la gonada en desarrollo. El tejido se tino con anticuerpos contra 
la proteina laminina (rojo), que se ve concentrada en la superficie sobre la 
cual migran las celulas. (A , tomada de Aaron A. Moscona y R. E. Haus- 
man. In: Cell and Tissue Interactions,}. W. Lash y M. M. Burger 
(eds.), Raven Press 1977. B , tomada de Martin I. Garcia-Castro, 
Robert Anderson, Janet Heasman y Christopher Wylie. J Cell 
Biol 138:475, 1997. Con autorizacion de los derechos reservados 
de Rockefeller University Press.) 



interacciones que vinculan estas moleculas diversas en una 
red estable e interconectada (fig. 7-5). 

2. Sitios de union para los receptores en la superficie celular. 
Estos sitios de union sostienen la ECM en union estable con 
la celula (fig. 7-5). La importancia del sustrato con fibronec- 
tina para la union celular se ilustra en la micrografia inicial 
del capitulo en la pagina 239. La celula endotelial cultivada 
que muestra esta fotografk adopto una forma diferente a 
la que tendria en el cuerpo porque se extendio sobre la super¬ 
ficie disponible que le brindo una cubierta cuadrada de fibro- 
nectina. 

La importancia de la fibronectina y otras proteinas extrace- 
lulares resulta muy evidente cuando los tejidos realizan activida- 
des dinamicas, como sucede durante el desarrollo embrionario. 
El desarrollo se caracteriza por oleadas de migracion celular 
durante las cuales las distintas celulas siguen rutas diferentes de 
una parte del embrion a otra (fig. 7-lla). Las celulas migran- 
tes tienen la guia de proteinas, como la fibronectina, que estan 
contenidas dentro del ambiente molecular por el que pasan. 
Por ejemplo, las celulas de la cresta neural, que salen del siste- 
ma nervioso en desarrollo hacia todas las partes del embrion, 
cruzan trayectos ricos en fibrillas compuestas por fibronectina 
(fig. 7-10b). La importancia de la fibronectina en la migracion 
celular de la cresta neural es facil de revelar con una caja de 


cultivo, como se muestra en la figura 7-10r. Cuando se inyec- 
tan anticuerpos que se unen con la fibronectina a los embrio- 
nes, las crestas neurales ya no son capaces de interactuar con las 
moleculas de fibronectina en la matriz circundante y se inhibe 
el movimiento celular. Los anticuerpos antifibronectina pueden 
interrumpir otros procesos de desarrollo, como se indica en la 
figura 7-10 d, e. Varios organos del cuerpo, incluidos las glandu- 
las salivales, rinones y pulmones, se forman por un proceso de 
ramification en el que la capa epitelial se divide por una serie 
de hendiduras (fig. 7-10d). La importancia de la fibronectina 
en la formation de estas hendiduras se ilustra en la figura 7-10e, 
que muestra una glandula salival que se incubo con anticuerpos 
antifibronectina. La formation de hendiduras y la ramification 
se eliminan por completo como resultado de la desactivacion de 
las moleculas de fibronectina. 

Laminina Las lamininas forman una familia de glucoprotei- 
nas extracelulares que consisten en tres cadenas polipeptidicas 
diferentes unidas por enlaces disulfuro y organizadas en una 
molecula que parece una cruz con tres brazos cortos y uno largo 
(fig. 7-5). Se han identificado por lo menos 15 lamininas dife¬ 
rentes. Al igual que la fibronectina, las lamininas extracelulares 
influyen en grado notorio en el potential migratorio, crecimien- 
to y diferenciacion de las celulas. Por ejemplo, las lamininas tie¬ 
nen un papel crucial en la migration de las celulas germinales 
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primordiales (fig. 7-1 la). Estas celulas estan en el saco vitelino, 
que se localiza fuera del embrion mismo, y luego migran por la 
corriente sanguinea y tejidos embrionarios hasta la gonada en 
desarrollo, donde al final dan origen a los espermatozoides u 
ovulos. Durante su migracion, las celulas germinales primordia¬ 
les atraviesan superficies muy ricas en laminina (fig. 7-11^). Los 
estudios indican que las celulas germinales primordiales tienen 
una proteina superficial que se adhiere con fuerza a una de las 
subunidades de la molecula de laminina. En la figura 9-48« se 
ilustra la influencia de la laminina en el crecimiento de los ner- 
vios. 

Ademas de la fuerte union a los receptores de superficie 
celular, las lamininas pueden unirse a otras moleculas de lami¬ 
nina, proteoglucanos y otros componentes de las membranas 
basales (fig. 7-5). Se cree que las moleculas de laminina y colage- 
na tipo IV forman redes separadas, pero interconectadas, como 
se muestra en la figura 7-12. Estas redes entrelazadas confie- 
ren fuerza y flexibilidad a las membranas basales. De hecho, las 
membranas basales no se forman en embriones de raton que 
sean incapaces de formar laminina, lo que ocasiona la muerte 
embrionaria hacia el momento de la implantation. 

Propiedades dinamicas Las micrografias y los diagramas 
presentados en la primera section de este capitulo presentan 
la ECM como una estructura estatica, lo cual se ajusta con el 
hecho de que estos materiales existen fuera de la celula viva. Sin 
embargo, la ECM puede mostrar en realidad propiedades dina¬ 
micas, tanto en espacio como en tiempo. Por ejemplo, desde el 
punto de vista espacial, las fibrillas de la ECM pueden estirarse 
varias veces su longitud normal cuando las celulas tiran de ellas 
y se contraen cuando se alivia la tension. Desde el punto de vista 
temporal, los componentes de la ECM estan sujetos a la degra¬ 
dation y reconstruction continuas. Estos procesos sirven para 
renovar la matriz y permitir que se remodele durante el desarro¬ 
llo embrionario o despues de la lesion histica. Incluso la matriz 
calcificada de los huesos humanos, que se considera como una 
estructura estable e inerte, esta sujeta a reparation continua. 



FIGURA 7-12 Modelo de la estructura de la membrana basal. Las mem- 
branas basales contienen dos moleculas formadoras de la red, la colagena 
IV (rosa), que se ilustra en la figura 7-8, y la laminina (verde), que se indica 
con las moleculas gruesas en forma de cruz. Las redes de colagena y lami¬ 
nina se conectan mediante moleculas de entactina (purpura). (Tomada de 
Peter D. Yurchenco, Yi-Shan Cheng y Holly Colognato, J Cell 
Biol 117:1132,1992. Con autorizacion de los derechos reservados 
de Rockefeller University Press.) 


La degradation de materiales extracelulares, junto con las 
proteinas de la superficie celular, es tarea sobre todo de una fami- 
lia de enzimas que contienen cine llamadas metaloproteinasas 
de la matriz (MMP) y se secretan hacia el espacio extracelular o 
estan fijadas a la membrana plasmatica. Como grupo, las MMP 
pueden digerir casi todos los componentes diversos de la ECM, 
aunque los miembros individuales de la familia tienen un limi- 
te estrecho de moleculas extracelulares a las que pueden atacar. 
No se comprenden bien las funciones fisiologicas de las MMP, 
pero se piensa que intervienen en remodelado embrionario, 
migration de celulas embrionarias, reparation de heridas y for¬ 
mation de vasos sanguineos. Como era de esperarse de enzimas 
cuya funcion normal es destruir los materiales extracelulares, es 
probable que la actividad excesiva o inapropiada de las MMP 
cause enfermedad. De hecho, las MMP intervienen en varios 
trastornos, como la artritis, hepatitis, ateroesclerosis, enfermeda- 
des dentales y gingivales y progresion de tumores (pag. 260). 


REVISION 


1. Distinga entre el glucocaliz, una membrana basal y la 
matriz extracelular del tejido cartilaginoso. 

2. Contraste los papeles de la colagena y los proteoglu¬ 
canos en el espacio extracelular. ^Como contribuyen la 
fibronectina y la laminina al desarrollo embrionario? 

3. Mencione unas cuantas de las funciones de la matriz 
extracelular en los tejidos animales. 


7.2 INTERACCIONES DE LAS CELULAS 

CON LOS MATERIALES EXTRACELULARES 

En la explication previa se indico que los componentes 
de la ECM, como la fibronectina, laminina, proteoglucanos y 
colagena, son capaces de unirse con receptores situados en la 
superficie celular (como en la figura 7-5). La familia mas impor- 
tante de receptores que adhiere las celulas a su microambiente 
extracelular son las integrinas. 

Integrinas 

Las integrinas son una familia de proteinas integrales de mem¬ 
brana que solo se encuentran en animales y se unen con sus- 
tancias especificas (ligandos) en el ambiente extracelular. Las 
integrinas estan formadas por dos cadenas polipeptidicas que 
cruzan la membrana, una cadena alfa y una beta, que se unen 
con enlaces covalentes. Se han identificado 18 subunidades alfa 
y ocho subunidades beta diferentes. Aunque en teoria podrian 
formarse mas de 100 parejas posibles de subunidades alfa y beta, 
solo se han reconocido cerca de dos docenas de integrinas dife¬ 
rentes en las superficies celulares, cada una con una distribution 
especifica en el cuerpo. La mayoria de las celulas tiene diversas 
integrinas distintas y, por el contrario, la mayor parte de las inte¬ 
grinas se halla en varios tipos celulares diferentes. 
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FIGURA 7-13 Conformaciones de la integrina. a ) Representacion de un 
liston que representa los dominios extracelulares de una integrina (oc v (3 3 ) 
en su conformacion “doblada”, segun lo revela la cristalograffa por rayos 
X, y micrografia electronica correspondiente de la misma porcion de una 
molecula de integrina. Los estudios sugieren que esta es una conformacion 
inactiva de la integrina. b ) Esquema en liston y micrografia electronica de 


la misma integrina en la conformacion “vertical”, que al parecer representa 
a la estructura activa (es decir, para union con ligando). Los iones metali- 
cos divalentes (Ca 2+ , Mg 2-1- y/o Mn 2+ ) se muestran como esferas naranja. 
(Micrografias electronicas de Junichi Takagi, et al., Cell 110:601, 
2002; con autorizacion de Cell Press. Esquemas de liston tomados 
de M. Amin Arnaout, et al., Curr Opin Cell Biol 14:643,2002.) 


Las observaciones con microscopio electronico de las 
moleculas de integrina iniciaron a finales del decenio de 1980 
y sugirieron que las dos subunidades estan orientadas de tal 
manera que forman una cabeza globular extracelular conectada 
con la membrana mediante un par de “piernas” alargadas (como 
se muestra en la figura 7-5). Las piernas de cada subunidad se 
extienden por la bicapa de lipidos como una sola helice trans- 
membranosa y terminan en un pequeno dominio citoplasmico 
de unos 20 a 70 aminoacidos. 1 Cada integrina puede unirse con 
varios cationes divalentes, incluidos Ca 2+ , Mg 2+ y Mn 2+ , aun- 
que aun no se conoce el efecto de cada ion en la estructura y las 
capacidades de union con ligando de la proteina. La primera 
estructura cristalografica por rayos X de la porcion extracelular 
de una integrina se publico en 2001 y mostro un rasgo muy 
inesperado. En lugar de “permanecer vertical” como se predijo, 
la integrina a v P 3 se doblaba en forma notable al nivel de las 
“rodillas”, de tal manera que la cabeza quedaba de frente a la 
superficie externa de la membrana plasmatica (fig. 7-13«). Para 
comprender el significado de esta estructura doblada, es necesa- 
rio explorar las propiedades de las integrinas. 

Muchas integrinas, incluida la que aparece en la figura 
7-13, solo pueden existir en la superficie de una celula en su 
conformacion inactiva. Dichas integrinas pueden activarse rapi- 


1 Una excepcion a esta configuracion molecular es la cadena (3 4 , que tiene alrededor 
de un miliar de aminoacidos mas como parte de su dominio citoplasmico. Esta enor- 
me adicion hace que las integrinas (3 4 sean capaces de extenderse a una profundidad 
mucho mayor en el citoplasma (vease fig. 7-19). 


damente por fenomenos dentro de la celula que alteran la con¬ 
formacion de los dominios citoplasmicos de las subunidades de 
las integrinas. Los cambios en la conformacion de los dominios 
citoplasmicos se propagan por la molecula, lo que aumenta la 
afinidad de la integrina por un ligando extracelular. Por ejem- 
plo, la agregacion de plaquetas durante la coagulation sanguinea 
(vease fig. 7-15) ocurre solo despues de la activation citoplasmi- 
ca de las integrinas a nb P 3 , lo cual incrementa su afinidad por el 
fibrinogeno. Este tipo de alteration de la afinidad de la integrina 
desencadenada por cambios que suceden dentro de la celula se 
conoce como serialization “de adentro hacia afuera”. En ausen- 
cia de esta serial, la integrina permanece en estado inactivo, lo 
cual protege al cuerpo contra la formation de un coagulo san- 
guineo inapropiado. 

Cada vez hay mas evidencia que sugiere que la conforma¬ 
tion flexionada de la integrina que se muestra en la figura 7-13 a 
corresponde al estado inactivo de la proteina, incapaz de unirse 
con un ligando. De hecho, cuando se analiza una integrina 0C v P 3 
que tiene un ligando unido, la integrina ya no posee la estruc¬ 
tura doblada, sino que tiene una conformacion vertical, como 
se ilustra en la figura 7-13b. El ligando se une con la cabeza de 
la integrina en una region en la que las subunidades alfa y beta 
se unen (como en la figura 7-14). Si las estructuras flexionada y 
vertical representan los estados inactivo y activo de una integri¬ 
na, respectivamente, entonces es importante considerar que tipo 
de estimulo es capaz de inducir una transformation tan notable 
en la conformacion de la proteina. 

Los estudios sugieren que la capacidad para unirse a ligan¬ 
do que tienen los dominios extracelulares de una integrina 
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FIGURA 7-14 Un modelo de la activacion de la integrina. Representacion 
esquematica de una molecula heterodimerica de integrina en la conforma¬ 
cion doblada inactiva (izquierda) y la conformacion vertical activa (derecha). 
El cambio de la conformacion se inicia por la union de una proteina, en este 
caso la talina, con el pequeno dominio citoplasmico de la subunidad beta. 
La union de la talina induce una separacion de las dos subunidades y la 
conversion a la conformacion activa. Las integrinas activadas tfpicamente se 


agregan como resultado de interacciones en sus dominios citoplasmicos con 
el citoesqueleto subyacente, como se indica en la figura 7-17c. La estructura 
del dominio de cada subunidad que se ve en los dibujos de liston de la figura 
7-13 se muestra aqui con segmentos de forma redondeada. El ligando extra- 
celular, en este caso una fibra de colagena, se une entre las dos subunidades 
en la region de la cabeza del dfmero de integrina activado. 


depende de la disposition espacial de las colas citoplasmicas a 
y (3 presentes en el lado interno de la membrana. Los dominios 
citoplasmicos de las integrinas se unen a una gran variedad de 
proteinas; una de estas, llamada talina, causa la separation de las 
subunidades a y [3 (fig. 7-14). Las mutaciones en la talina que 
bloquean su interaction con subunidades de integrina (3 tambien 
impiden la activation de las integrinas y la adhesion a la ECM. 
Se piensa que la separation de los extremos citoplasmicos de las 
integrinas por talina induce un cambio en la conformation de 
las piernas de la integrina, lo que hace que la molecula asuma 
la position vertical en que la cabeza de la proteina es capaz de 
interactuar de manera especifica con su ligando apropiado. 2 

Un incremento en la afinidad de integrinas individuales a 
menudo va seguido de agregacion de las integrinas activadas, lo 
que incrementa en gran medida la fuerza total de la interaction 
de la superficie celular y sus ligandos extracelulares. 

Las integrinas participan en dos tipos principales de activi- 
dades: adhesion de las celulas con el sustrato (o con otras celulas) 
y la transmision de senales del ambiente exterior al interior de 
la celula, fenomeno que se conoce como senalizacion de “afuera- 
adentro”. La union del dominio extracelular de una integrina con 
el ligando, como la fibronectina o la colagena, induce un cambio 
en la conformation en el extremo citoplasmico de la integrina. 
A su vez, algunos cambios en el extremo citoplasmico alteran el 
modo en que la integrina interactua con proteinas citoplasmicas 


2 Varios estudios estructurales (p. ej Cell Biol. 168:501 y 1109,2005) hanindicado 
que la integrina bent modificada puede unirse a determinados tipos de ligandos. 
Esta forma modificada de la conformacion flexionada podria representar una etapa 
intermedia de la activacion de integrina. 


cercanas, modificando su actividad. Asi, cuando las integrinas se 
unen a un ligando extracelular, pueden inducir la activation de 
cinasas de proteina citoplasmicas, como FAK y Src (vease fig. 
7-17c). Entonces estas cinasas pueden fosforilar otras proteinas, 
iniciando una reaction en cadena. En algunos casos, la reaction 
en cadena llega hasta el nucleo, donde puede activarse un grupo 
especifico de genes. 

Las senales de afuera-adentro transmitidas por las integri¬ 
nas (y por otras moleculas de la superficie celular) influyen en 
muchos aspectos del comportamiento celular, como la diferen- 
ciacion, motilidad, crecimiento e incluso la supervivencia de la 
celula. La influencia de las integrinas en la supervivencia celu¬ 
lar se ilustra mejor si se comparan las celulas benignas con las 
malignas. Casi todas las celulas malignas pueden crecer mientras 
estan suspendidas en un medio de cultivo liquido. Sin embargo, 
las celulas normales solo pueden crecer y dividirse si se cultivan 
en un sustrato solido; mueren cuando se colocan en cultivos de 
suspension. Se cree que las celulas normales mueren cuando se 
cultivan en suspension porque sus integrinas no pueden inter¬ 
actuar con los sustratos extracelulares y, como resultado, no 
pueden transmitir senales que salven la vida dentro de la celula. 
Cuando las celulas se vuelven malignas, su supervivencia ya no 
depende de la union de la integrina. El papel de las integrinas 
en la transmision de senales es una de las areas mas activas de 
investigation en la biologia celular y se explora con mas detalle 
en la pagina 262. 

El cuadro 7-1 lista varias integrinas conocidas y los ligan¬ 
dos extracelulares clave con los que se unen. El vinculo entre las 
integrinas y estos ligandos media la adhesion entre las celulas 
y su ambiente. Como las celulas individuales pueden expresar 
diversas integrinas diferentes en su superficie, estas celulas son 
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capaces de unirse con distintos componentes extracelulares 
(fig. 7-5). A pesar de la superposition aparente, la mayoria de 
las integrinas parece tener funciones unicas, ya que los ratones 
manipulados geneticamente (section 18.18) que carecen de 
diferentes subunidades de integrinas tienen fenotipos diversos. 
Por ejemplo, los ratones en los que se elimino la subunidad a 8 
poseen defectos renales, aquellos sin oc 4 padecen defectos cardia- 
cos y los que carecen de a s presentan defectos vasculares. 

Muchas de las proteinas extracelulares que se unen con las 
integrinas lo hacen porque contienen la secuencia de aminoaci- 
dos arginina-glicina-acido aspartico (o en la nomenclatura abre- 
viada de los aminoacidos, RGD). Este tripeptido esta presente 
en los sitios de union celular de los proteoglucanos, fibronectina, 
laminina y varias proteinas extracelulares mas. El dominio de 
union celular de la fibronectina, con su asa extendida que con- 
tiene RGD, se muestra en la figura 7-10 a. 

El descubrimiento de la importancia de la secuencia RGD 
abrio la puerta a nuevos caminos para el tratamiento de trastor- 
nos que afectan las interacciones entre receptor y ligando. 
Cuando se lesiona la pared de un vaso sanguineo, la region 
danada se sella mediante la agregacion controlada de plaquetas 
sanguineas, celulas anucleadas que circulan en la sangre. Cuando 
ello ocurre en un momento o un lugar inapropiado, la agrega¬ 
cion de las plaquetas puede formar un coagulo sanguineo poten- 
cialmente peligroso ( trombo ) capaz de bloquear el flujo de sangre 
hacia organos importantes y es una de las causas principales de 
ataque cardiaco y accidente vascular cerebral. La agregacion 
de las plaquetas requiere la interaction de una integrina especi- 
fica de estas celulas (oc IIb P 3 ) con las proteinas sanguineas solu¬ 
bles que contienen RGD, como el fibrinogeno y el factor de von 
Willebrand, que actuan como conectores que mantienen unidas 
a las plaquetas (fig. 7-15, parte superior). Los experimentos con 


Cuadro 7-1 


Clasificacion de receptores de integrina 
con base en el reconocimiento 
de las secuencias RGD 


Reconocimiento de RGD 

Reconocimiento de no RGD 

Receptor de 
integrina 

Ligandos clave 

Receptor de 
integrina 

Ligandos clave 

a 3pl 

Fibronectina 

(*lPl 

Colagena 

CG;(3i 

Fibronectina 

a 2 Pi 

Colagena 

«vPl 

Fibronectina 


Laminina 

tt lIbP3 

Fibronectina 

OC3P1 

Colagena 

Laminina 

Factor de von 

«A 

Fibronectina 


Willebrand 

Vitronectina 

Fibrinogeno 

^6^1 

VCAM 

Laminina 

«vP3 

Fibronectina 

«lIL 

ICAM-l 

Factor de von 
Willebrand 
Vitronectina 

«mP2 

ICAM-2 

Fibrinogeno 

«vP 5 

Vitronectina 


ICAM-l 


Fibronectina 




Fuente: S. E. D’Souza, M. H. Ginsberg y E. F. Plow. Trends Biochem Sci 16:249,1991. 


animales indican que los peptidos que contienen RGD pueden 
inhibir la formation del coagulo sanguineo porque impiden que 
la integrina plaquetaria se una con las proteinas sanguineas (fig. 
7-15, parte inferior). Estos hallazgos condujeron al diseno de 
una nueva clase de agentes antitromboticos (tirofiban y eptifiba- 
tido) con estructura similar a RGD, pero que se unen en forma 
selectiva a la integrina plaquetaria. Un anticuerpo especifico 
(ReoPro) dirigido contra el sitio de union RGD de las integri¬ 
nas a IIb P 3 tambien puede prevenir la formation de coagulos 
sanguineos en ciertos pacientes que se someten a operaciones 
vasculares de alto riesgo. En la actualidad, se realizan pruebas 
clinicas con varios compuestos dirigidos a las integrinas que 
participan en otras enfermedades. 

Los dominios citoplasmicos de las integrinas contienen 
sitios de union para diversas proteinas citoplasmicas, incluidas 
varias que funcionan como adaptadores que unen la integrina 
con filamentos de actina del citoesqueleto (vease fig. 7-17). El 
papel de las integrinas en el establecimiento de la conexion de la 
ECM y el citoesqueleto se ve mejor en dos estructuras especia- 
lizadas: adhesiones focales y hemidesmosomas. 



Sitio de lesion- 


■ Receptor plaquetario 



FIGURA 7-15 Se forman coagulos sanguineos cuando las plaquetas se 
adhieren entre si mediante puentes de fibrinogeno que se unen con las 
integrinas plaquetarias. La presencia de peptidos RGD sinteticos pue¬ 
de inhibir la formacion de un coagulo sanguineo por competencia con las 
moleculas de fibrinogeno por los sitios de union RGD en las integrinas 
OiibIL (tambien denominadas GPIIb/IIIa). Los analogos no peptidicos de 
RGD y los anticuerpos contra integrina pueden actuar de la misma manera 
para impedir la formacion de coagulos en personas de alto riesgo. 
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(d) 2.5 gm 

FIGURA 7-16 Pasos en el proceso de diseminacion celular. Micrografias 
electronicas de barrido que muestran la morfologfa de los fibroblastos de 
raton en momentos sucesivos durante la union y diseminacion sobre cubre- 
objetos de vidrio. Las celulas se fijaron despues de 30 minutos (a), 60 minu- 
tos (b) y dos horas ( c ) y 24 horas (d) tras la union. (Tomada de J. J. Rosen y 
L. A. Culp. Exp Cell Res 107:141,1977.) 


Adhesiones focales y hemidesmosomas: 
fijacion de las celulas a su sustrato 

Es mucho mas facil estudiar la interaction de las celulas en una 
caja de cultivo que con la matriz extracelular dentro de un ani¬ 
mal. Por consiguiente, gran parte del conocimiento actual sobre 
las interacciones entre la celula y la matriz se obtuvo del estudio 
de celulas adheridas a varios sustratos in vitro. Las etapas en la 
union de una celula con la superficie de un recipiente de cultivo 
se muestran en la figura 7-16. A1 principio, la celula tiene una 
forma redondeada, esto casi siempre sucede con celulas animales 
suspendidas en un medio acuoso. Una vez que la celula hace 
contacto con el sustrato, emite proyecciones que forman uniones 
cada vez mas estables. Con el tiempo, la celula se aplana y se 
extiende sobre el sustrato. 

Cuando los fibroblastos o celulas epiteliales se extienden 
sobre el fondo de una caja de cultivo, la superficie inferior de la 
celula no se presiona de manera uniforme contra el sustrato. En 
lugar de ello, la celula se fija a la superficie de la caja solo en sitios 
dispersos y discretos; esto se conoce como adhesiones focales 
(fig. 7-17 a). Las adhesiones focales son estructuras dinamicas 
que pueden romperse con facilidad si se estimula la celula adhe- 
rida para moverse o entrar en mitosis. La membrana plasmatica 
de la region de una adhesion focal contiene grandes cumulos de 
integrinas, con frecuencia 0C v P 3 , la integrina cuya estructura se 
muestra en la figura 7-13. Los dominios citoplasmicos de las 
integrinas se conectan mediante varios adaptadores a los fila- 
mentos de actina del citoesqueleto (fig. 7-174 c). La figura 7-17r 
tambien ilustra como la union de un ligando extracelular, como 
la fibronectina o la laminina, puede activar las cinasas de protti- 
na, como FAK o Src, que pueden transmitir senales por toda la 
celula, incluido el nucleo. 

Las adhesiones focales tambien se refirieron en la adhesion 
y locomotion celulares, aunque el papel preciso de estas estruc¬ 
turas ha sido tema de debate. A1 margen de esto, las adhesiones 
focales son capaces de crear o responder a fuerzas mecanicas, 
lo cual era de esperar de una estructura que contiene actina y 
miosina, dos de las principales prottinas contractiles de la celu¬ 
la. La figura 7-18 muestra un fibroblasto cultivado unido a una 
superficie cuajada que puede deformarse por fuerzas locales. 
La superficie original contenia un patron de rejilla uniforme 
que se distorsiono por las fuerzas de traction (sujecion-trac- 
cion) generadas por las adhesiones focales en la superficie infe¬ 
rior de la celula. A la inversa, las fuerzas mecanicas aplicadas a 
las superficies de las celulas pueden ser convertidas en senales 
citoplasmicas por adhesiones focales. Por ejemplo, en un estu¬ 
dio se permitio que determinadas celulas se unieran a cuentas 
que habian sido cubiertas con una capa de fibronectina. Cuando 
las cuentas cubiertas por membrana fueron tomadas por pinzas 
opticas (pag. 142), el estimulo mecanico se transmitio al interior 
de la celula, donde genero una onda de activation de cinasa de 
Src. Dentro del cuerpo, la activation de proteincinasas puede 
modificar en grado impresionante el comportamiento celular, 
incluida la transformation de celulas al estado canceroso (lo que 
se considera en la section Vias experimentales del capitulo 16). 

Las adhesiones focales se encuentran con mayor frecuencia 
en las celulas que crecen in vitro, aunque existen tipos simila- 
res de contactos adhesivos en ciertos tejidos, como el musculo 
y el tendon. Dentro del cuerpo, la union mas fuerte entre una 
celula y su matriz extracelular se halla en la superficie basal de 
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FIGURA 7-17 Las adhesiones focales son sitios en los que las 
LmJ ~ celulas se adhieren al sustrato. a) Esta celula cultivada se tino 
con anticuerpos fluorescentes para revelar las localizaciones de los filamen- 
tos de actina (verde-gris) y las integrinas (rojo). Las integrinas se localizan 
en pequenos parches que corresponden a los sitios de las adhesiones focales. 
b ) Se muestra la superficie citoplasmica de una adhesion focal de una celula 
cultivada de anfibio despues de procesar la superficie interna de la mem- 
brana para su analisis por congelamiento rapido y grabado profundo. Se 
identifican los haces de microfibras que se relacionan con la superficie inter¬ 
na de la membrana en la region de una adhesion focal, c ) Esquema de una 
adhesion focal que muestra las interacciones de las moleculas de integrina 
con otras protefnas en ambos lados de la bicapa de lfpidos. Se cree que la 
union de ligandos extracelulares, como la colagena y la fibronectina, induce 
cambios en la conformation de los dominios citoplasmicos de la integrina 
que hacen que las integrinas se unan con los filamentos de actina del citoes- 
queleto. A su vez, los enlaces con el citoesqueleto inducen la aglomeracion 
de integrinas en la superficie celular. Los enlaces con el citoesqueleto estan 
mediados por varias protefnas de union con la actina, como la talina y la 
actinina alfa, que se unen con la subunidad beta de la integrina. Los domi¬ 
nios citoplasmicos de las integrinas tambien se relacionan con las cinasas de 
protefna, como la cinasa de adhesion focal (FAK). La union de la integrina 
con un ligando extracelular puede activar estas cinasas de protefna e iniciar 
una reaction en cadena que transmite senales por toda la celula. La relation 
de las moleculas de miosina con los filamentos de actina puede generar 
fuerzas de traccion que se transmiten a sitios de union entre la celula y el 
sustrato. ( A , tomada de Margo Lakonishok y Chris Doe, Sci Am pag. 
68, mayo de 1997; B, tomada de Steven J. Samuelsson, Paul J. Luther, 



Fibronectina 
Subunidad p — 


)JJ —Colagena 
Subunidad a 


Src Citosol 

W Senales 
V transmitidas 


Vinculina 


al nucleo 


Cinasa de \ Nuclec 
adhesion x . 
focal (FAK) 

DNA 


Paxilina 


Actinina a 
Miosina 
Filamento de actina 

(c) 


David W. Pumplin y Robert J. Bloch. J Cell Biol 122:487,1993. Con 

AUTORIZACION DE LOS DERECHOS RESERVADOS DE LA ROCKEFELLER UNI¬ 
VERSITY Press.) 



FIGURA 7-18 Demostracion experimental de las fuerzas ejercidas por las 
adhesiones focales. En esta tecnica, los fibroblastos se platinan sobre una 
superficie deformable que contiene un patron de rejilla uniforme visible. Las 
fuerzas de traccion generadas por las adhesiones focales pueden vigilarse 
al observar las deformaciones (puntas de flecha) en el patron de rejilla del 
sustrato al cual se adhieren las celulas. La generacion de fuerza puede rela- 
cionarse con la localizacion de las adhesiones focales con marca fluorescente 
(no se muestra). (Reimpresa a partir de N. Q^Balaban, et al., Nature 
Cell Biol 3:468, 2001; cortesia de Benjamin Geiger. © 2001, Mac¬ 
millan Magazines Ltd.) 
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las celulas epiteliales, en los puntos donde las celulas se fijan a 
la membrana basal subyacente mediante una estructura adhe- 
siva especializada llamada hemidesmosoma (figs. 7-1 y 7-19). 
Los hemidesmosomas contienen una placa densa en la super- 
ficie interna de la membrana plasmatica con filamentos que 
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FIGURA 7-19 Los hemidesmosomas son sitios diferenciados en las super¬ 
ficies basales de las celulas epiteliales en los que las celulas se unen con la 
membrana basal subyacente. a ) Micrografia electronica de varios hemides¬ 
mosomas que muestra la placa densa en la superficie interna de la mem¬ 
brana plasmatica y los filamentos intermedios que se proyectan hacia el 
citoplasma. b ) Esquema que representa los principales componentes de 
un hemidesmosoma que conecta la epidermis con la dermis subyacente. 
Las moleculas de integrina OC 6 (3 4 de las celulas epidermicas se unen con 
los filamentos intermedios citoplasmicos mediante una proteina llamada 
plectina, que esta presente en la placa con tincion oscura, y a la membrana 
basal mediante filamentos de fijacion de un tipo particular de laminina. Los 
hemidesmosomas poseen una segunda proteina transmembranosa (BP180). 
Las fibras de colagena son parte de la dermis subyacente. {A, tomada de 
Douglas E. Kelly, J Cell Biol 28:51,1966. Con autorizacion de los 

DERECHOS RESERVADOS DE ROCKEFELLER UNIVERSITY PRESS.) 


salen hacia el citoplasma. A diferencia de los filamentos de las 
adhesiones focales que se forman con actina, los filamentos de 
los hemidesmosomas son mas gruesos y estan formados por la 
proteina queratina. Los filamentos que contienen queratina se 
clasifican como filamentos intermedios, que ejercen sobre todo 
una funcion de soporte (como se explica con detalle en la sec- 
cion 9.4). Los filamentos de queratina del hemidesmosoma se 
unen con la matriz extracelular mediante integrinas que cruzan 
toda la membrana, incluida la 0C 6 P 4 (fig. 7-19 b). A1 igual que sus 
contrapartes en las adhesiones focales, estas integrinas tambien 
transmiten senales desde la ECM que influyen en la forma y 
actividades de las celulas epiteliales unidas. 

La importancia de los hemidesmosomas se demuestra en 
una enfermedad rara, el penfigoide ampolloso, en la que los indivi- 
duos producen anticuerpos que se unen con las proteinas (los 
antigenos del penfigoide ampolloso ) presentes en estas estructuras 
adhesivas. Las anormalidades causadas por la production de 
anticuerpos dirigidos contra los propios tejidos (autoanticuer- 
pos) se llaman trastornos autoinmunitarios y son el origen de 
una gran variedad de alteraciones. En este caso, la presencia 
de autoanticuerpos hace que la capa inferior de la epidermis 
pierda su adhesion con la membrana basal (y por tanto de la 
capa de tejido conjuntivo de la dermis). La fiiga de liquido hacia 
el espacio por debajo de la epidermis da origen a la formation 
grave de vesiculas en la piel. Una enfermedad hereditaria vesi- 
cante similar, la epidermolisis ampollosa, puede ocurrir en pacien- 
tes con anomalias geneticas en cualesquiera de las proteinas de 
los hemidesmosomas, incluidas las subunidades a 6 o (1 4 de inte¬ 
grina, la colagena VII o la laminina 5. 


REVISION 


1. 4 Como es que las integrinas pueden unir la superficie 
celular con materiales que constituyen la ECM?, 4 en 
que difieren las estructuras activas e inactivas de las 
integrinas entre si, tanto en estructura como en fun¬ 
cion?, 4 cual es la importancia de la presencia de un frag- 
mento RGD en un ligando para integrina? 

2. jComo participa una proteina de la superficie celular en 
la adhesion celular y la transduction de senales trans- 
membranosas? 

3. 4 Cual es la diferencia entre la serialization de adentro- 
afuera y de afuera-adentro?, 4 cual es la importancia de 
cada una para las actividades celulares? 

4. Mencione dos caracteristicas que distingan a los hemi¬ 
desmosomas de las adhesiones focales. 


7.3 INTERACCIONES DE LAS CELULAS ENTRE Si 

El examen de un corte delgado a traves de un organo 
mayor de algun animal revela una configuration compleja que 
incluye diversos tipos diferentes de celulas. Es poco lo que se 
sabe de los mecanismos que permiten generar las disposicio- 
nes celulares tridimensionales complejas que se encuentran en 
los organos en desarrollo. Se presume que este proceso depende 
en buena medida de las interacciones selectivas entre celulas del 
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FIGURA 7-20 Demostracion experimental del reconocimiento entre celulas. Cuando las celulas de diferentes partes del 
embrion se disocian y luego se mezclan, las celulas se agregan al principio y luego se clasifican al relacionarse con otras 
celulas del mismo tipo. Aquf se muestran los resultados de dos de estos experimentos. a) En este experimento dos regiones 
de un embrion de anfibio joven (el ectodermo y el mesodermo) se separaron en celulas individuales y se combinaron. 
De manera inicial, las celulas forman un agregado mixto, pero al final se clasifican. Las celulas ectodermicas (mostradas 
en rojo) se mueven hacia la superficie externa del agregado, que es donde deberfa localizarse en el embrion, y las celulas 
mesodermicas (mostradas en purpura) se desplazan hacia el interior, la position que deberfan ocupar en el embrion. Des¬ 
pues, ambos tipos de celulas se diferencian en los tipos de estructuras a las que darfan origen en circunstancias normales. 
b ) Micrografia optica que muestra los resultados de un experimento en el que las celulas precursoras de cartflago de la 
extremidad de un polio se mezclan con celulas del ventriculo cardiaco del polio. Los dos tipos de celulas se separaron por 
si mismas del agregado mixto y las celulas cardiacas forman una capa fuera de las celulas que darfan origen a cartflago. Se 
propone que las celulas precartilaginosas se reunen en el centro del agregado porque se adhieren entre sf mas fuertemente 
que las celulas cardiacas. (A, tomada de P. L. Townes y Johannes Holtfreter.J Exp Zool 128:53,1955; B, tomada 
de Malcolm S. Steinberg. J Exp Zool 173:411,1970.) 



mismo tipo, asi como entre celulas de tipos diferentes. Las prue- 
bas indican que las celulas son capaces de reconocer las super¬ 
ficies de otras celulas, por lo que interactuan con unas y pasan 
por alto a otras. 

Es muy dificil estudiar las interacciones celulares que ocu- 
rren dentro de los diminutos organos de un embrion en desarro- 
llo. Para los intentos initiates de comprender el reconocimiento 
y la adhesion entre celulas se extrajo un organo en desarrollo de 
un embrion de polio o un anfibio, con objeto de disociar los teji- 
dos del organo y obtener una suspension de celulas individuales; 
luego se identified la capacidad de las celulas para reagregarse 
en cultivo. En experimentos donde se disociaron celulas de dos 
organos diferentes en desarrollo y se mezclaron, al principio las 
celulas se agregaban para formar un cumulo mixto. Sin embargo, 
con el tiempo las celulas se movian dentro del agregado y al final 
se “seleccionaban’de manera que cada celula se adheria solo con 
celulas de su mismo tipo (fig. 7-20). Una vez separadas en un 
cumulo homogeneo, estas celulas embrionarias se diferenciaban 


a menudo en muchas de las estructuras que habrian formado en 
el embrion intacto. 

Se sabia poco acerca de la naturaleza de las moleculas que 
median la adhesion intercelular hasta que se desarrollaron las 
tecnicas para purificar las prottinas integrales de membrana y, 
en fecha mas reciente, para el aislamiento y donation de genes 
que codifican estas proteinas. Ahora ya se ban reconocido doce- 
nas de proteinas diferentes que participan en la adhesion celu- 
lar. Se cree que las disposiciones distintas de estas moleculas en 
las superficies de tipos diferentes de celulas son la causa de las 
interacciones especificas entre las cdulas dentro de tejidos com- 
plejos. Cuatro familias distintas de proteinas integrales de mem¬ 
brana tienen un papel crucial en la mediation de la adhesion 
intercelular: a) selectinas, b) ciertos miembros de la superfamilia de 
inmunoglobulinas (IgSF), c) algunos miembros de la familia 
de las integrinas y d) las caderinas. 

Selectinas 

Durante el decenio de 1960 se descubrio que los linfocitos reti- 
rados de los ganglios linfaticos perifericos, marcados con una 
sustancia radiactiva e inyectados de nueva cuenta al cuerpo regre- 
saban a los sitios de donde provenian, un fenomeno que se deno- 
mino “regreso de los linfocitos a casa”. Mas tarde se encontro que 
esta vuelta al origen podia estudiarse in vitro si se permitia a los 
linfocitos adherirse a cortes congelados de organos linfoides. En 
estas condiciones experimentales,los linfocitos podrian adherirse 
de manera selectiva al recubrimiento endotelial de las venulas 
(las venas mas pequenas) de los ganglios linfaticos perifericos. 
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La union de los linfocitos con las venulas podia bloquearse con 
anticuerpos que se unen con una glucoproteina especifica en la 
superficie de los linfocitos. Esta glucoproteina linfocitaria se 11a- 
mo LEU-CAM1 y, mas tarde, selectina L. 

Las selectinas forman una familia de glucoproteinas inte- 
grales de la membrana que reconocen y se unen con una dispo¬ 
sition particular de azucares en los oligosacaridos que sobresalen 
de la superficie de otras celulas (pag. 129). El nombre de esta 
clase de receptores superficiales proviene de la palabra “lecti- 
na”, un termino general para un compuesto que se une con gru- 
pos carbohidrato especificos. Las selectinas tienen un pequeno 
dominio citoplasmico, un solo dominio que cruza la membrana 
y un segmento extracelular grande que consiste en varios modu- 
los separados, incluido el dominio mas externo que actua como 
la lectina (fig. 7-21). Existen tres selectinas conocidas: selectina 
E, presente en las celulas endoteliales, selectina P que se encuen- 
tra en las plaquetas y las celulas endoteliales, y selectina L, que 
se halla en los leucocitos (globulos blancos). Las tres selectinas 
reconocen un grupo particular de azucares (fig. 7-21) que se 
encuentra en los extremos de las cadenas de carbohidratos de 
ciertas glucoproteinas complejas. Para que las selectinas se unan 



FIGURA 7-21 Selectinas. Esquema que muestra los tres tipos de selectinas 
conocidas ( a ) Todas ellas reconocen y se unen a un ligando carbohidrato 
similar en los extremos de las cadenas de oligosacaridos en las glucopro- 
tefnas, como el que se muestra en b). c) Estructura detallada del ligando 
carbohidrato. La fucosa terminal y la fraccion de acido sialico son muy 
importantes para el reconocimiento de la selectina; la fraccion 7V-acetilglu- 
cosamina a menudo esta unida con sulfato. 


con sus carbohidratos ligando es necesaria la presencia de calcio. 
Como grupo, las selectinas median las interacciones transito- 
rias entre los leucocitos circulantes y las paredes vasculares en 
sitios de inflamacion y coagulation. No obstante, tienen otras 
funciones en la interaction entre las celulas, incluida la union 
de embriones de mamifero con la pared del utero durante la 
implantation. El papel de las selectinas en la inflamacion se des¬ 
cribe mejor en la section Perspectiva humana, en la pagina 259. 

Inmunoglobulinas 

El descubrimiento de la estructura de las moleculas de anticuer- 
po en la sangre en el decenio de 1960 fue uno de los hitos para 
la comprension de la respuesta inmunitaria. Se descubrio que 
los anticuerpos, que son un tipo de proteina llamado inmuno- 
globulina (Ig), consistian en cadenas de polipeptidos compues- 
tas de varios dominios similares. Cada uno de estos dominios 
Ig, como se llaman, esta formado por 70 a 110 aminoacidos 
organizados en una estructura plegada muy ajustada, como se 
muestra en el recuadro de la figura 7-22. Estudios posteriores 
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FIGURA 7-22 LI es una molecula de adhesion celular de la superfamilia de 
inmunoglobulina (Ig). Modelo propuesto de adhesion intercelular resul- 
tado de las interacciones especificas de los dominios de inmunoglobulina 
(Ig) de dos moleculas LI que sobresalen de las superficies de celulas vecinas. 
Cada molecula LI contiene un pequeno dominio citoplasmico, un segmen¬ 
to transmembranoso, varios segmentos que se parecen a un tipo de modulo 
encontrado en la fibronectina y seis dominios Ig situados en la porcion N- 
terminal de la molecula. El recuadro muestra la estructura de los dos domi¬ 
nios Ig del extremo N de VCAM, una molecula de la IgSF en la superficie 
de las celulas endoteliales. Los dominios Ig de VCAM y LI tienen una 
estructura tridimensional similar consistente en dos hojas beta unidas frente 
a frente. (Recuadro reimpreso con autorizacion de E. Yvonne Jones, 
et al., Nature 373:540,1995. © 1995, Macmillan Magazines Ltd.) 
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tornaron aparente que los dominios de tipo Ig estaban presentes 
en una gran variedad de protemas, que en conjunto constituyen 
la superfamilia de inmunoglobulinas o IgSF. La mayoria de 
los miembros de esta familia participa en varios aspectos de la 
funcion inmunitaria, pero algunos mediaban la adhesion inter- 
celular independiente de calcio. De hecho, el descubrimiento de 
los dominios similares a Ig en los receptores de adhesion celular 
en los invertebrados (animales que carecen de un sistema inmu- 
nologico tipico) sugiere que las protemas similares a las inmu¬ 
noglobulinas evolucionaron al principio como mediadores de 
adhesion celular y solo despues adquirieron sus fiinciones como 
efectores del sistema inmunologico de los vertebrados. 

La mayor parte de las moleculas de adhesion celular de la 
IgSF media ciertas interacciones especificas de los linfocitos con 
las celulas necesarias para establecer una respuesta inmunitaria 
(macrofagos, otros linfocitos y celulas bianco). Sin embargo, 
algunos integrantes de esta superfamilia, como la molecula de 
adhesion celular vascular (VCAM), la molecula de adhesion 
celular neural (NCAM) y LI, median la adhesion entre celulas 
no inmunitarias. Por ejemplo, NCAM y LI tienen funciones 
importantes en el crecimiento nervioso, formacion de sinapsis y 
otros fenomenos durante el desarrollo del sistema nervioso. Al 
igual que la fibronectina y muchas otras protemas participantes 
en la adhesion celular, las moleculas de adhesion de la IgSF tie¬ 
nen una construction modular (fig. 7-22) y estan formadas por 
dominios individuales de estructura similar a los dominios de 
otras protemas. 

La importancia de LI en el desarrollo neural se revelo de 
varias maneras. En los seres humanos, las mutaciones en el gen 
LI pueden tener consecuencias devastadoras. En los casos extre- 
mos,los ninos nacen con hidrocefalia letal (“agua en el cerebro”). 
Los ninos con mutaciones menos graves casi siempre tienen 
retraso mental y dificultad para controlar los movimientos de 
las extremidades (espasticidad). Las necropsias de pacientes que 
murieron a causa de la enfermedad por deficiencia de LI revelan 
una situation notable: a menudo carecen de dos haces nervio- 
sos grandes, uno que corre entre las dos mitades del cerebro y 
otro que va del cerebro a la medula espinal. La ausencia de estos 
haces nerviosos sugiere que LI participa en el crecimiento de los 
axones dentro del sistema nervioso embrionario. 

Varios tipos de protemas sirven como ligandos para las 
moleculas de la IgSF que estan en la superficie celular. Como 
se describio antes, la mayoria de las integrinas facilita la adhe¬ 
sion de las celulas con el sustrato, pero unas cuantas integrinas 
median la adhesion entre celulas mediante la union con protei- 
nas de otras celulas. Por ejemplo, la integrina a 4 Pj en la superfi- 
cie de los leucocitos se une con VCAM, una proteina de la IgSF 
en el recubrimiento endotelial de ciertos vasos sanguineos. 

Caderinas 

Las caderinas son una gran familia de glucoproteinas que 
median la adhesion intercelular dependiente de Ca 2+ y transmi- 
ten senales de la ECM al citoplasma. Las caderinas unen entre 
si a las celulas de tipo similar y lo hacen sobre todo mediante 
la union con la misma caderina presente en la superficie de la 
celula contigua. Esta propiedad de las caderinas se demostro por 
primera vez con la aplicacion de ingenieria genetica en celulas 
que en condiciones normales no se adherian para que expresa- 


ran una de varias caderinas diferentes. Luego se hicieron varias 
combinaciones de las celulas y se vigilaron sus interacciones. Se 
encontro que las celulas que expresan una especie de caderina se 
adhieren en forma preferential con otras celulas que expresan la 
misma caderina. 

Al igual que las selectinas y las moleculas de la IgSF, las 
caderinas poseen una construction modular. Las mejor estudia- 
das son las caderinas E (epitelial), N (neural) y P (placentaria). 
Estas caderinas “tipicas”, como se les conoce, contienen un seg- 
mento extracelular relativamente grande consistente en cinco 
dominios uno tras otro de tamano y estructura similares, un solo 
segmento transmembranoso y un pequeno dominio citoplasmi- 
co (fig. 7-23). El dominio citoplasmico se relaciona a menudo 
con miembros de la familia catenina de las protemas citosolicas, 
las cuales tienen un doble papel: fijan las caderinas al citoesque- 
leto (vease fig. 7-26) y transmiten senales al citoplasma. 

En la figura 7-23 se presentan algunos modelos de la adhe¬ 
sion de la caderina. Los estudios estructurales indican que las 
caderinas de la misma superficie celular se unen a otras, lado 
a lado para formar dimeros paralelos. Tales estudios tambien 
aclararon la funcion del calcio, que se conoce desde hace deca- 
das como elemento esencial para la adhesion intercelular. Como 
se indica en la figura 7-23, los iones de calcio forman puentes 
entre dominios sucesivos de una molecula determinada, no entre 
moleculas de celulas diferentes, como se habia supuesto. Estos 
iones de calcio mantienen la portion extracelular de cada cade- 



FIGURA 7-23 Caderinas y adhesion celular. Representacion 
esquematica de dos celulas adheridas como resultado de las inter¬ 
acciones entre tipos similares de caderinas que sobresalen de la membrana 
plasmatica de cada celula. Los iones calcio (mostrados como pequenas esfe- 
ras amarillas) se situan entre los dominios sucesivos de la molecula de cade¬ 
rina donde tienen un papel crucial en el mantenimiento de la rigidez de la 
portion extracelular de la proteina. Esta ilustracion muestra varios modelos 
alternatives mediante los cuales podrian interactuar las caderinas de celulas 
adyacentes. Los diferentes estudios sugieren distintos grados de superpo¬ 
sition (interdigitacion) entre los dominios extracelulares de las moleculas 
de celulas opuestas. Estas diferencias deberian ocasionar diferencias en el 
espacio entre las membranas plasmaticas de celulas adherentes de 250 a 450 
A. Con motivos de consistencia, las figuras ulteriores muestran las caderinas 
con superposition de un solo dominio. 
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rina en la conformation rigida necesaria para la adhesion celular. 
La adhesion entre las celulas se debe a la interaction entre los 
dominios extracelulares de las caderinas de celulas adyacentes 
para formar una “cremallera de adhesion celular”. Se suscito una 
controversia considerable acerca del grado en el que las caderi¬ 
nas de celulas adyacentes se superponen una con otra, lo cual es 
la razon de que la figura 7-23 muestre varias configuraciones 
alternativas. Es posible que los distintos tipos de celulas parti- 
cipen en diferentes tipos de interacciones, de manera que varias 
(o todas) las configuraciones mostradas en la figura 7-23 pueden 
ocurrir en un organismo. Tal y como las interdigitaciones de la 
caderina pueden compararse con una cremallera, los cumulos 
de caderina pueden hacerlo con el cierre de contacto (velcro); 
mientras mayor sea el numero de caderinas en un cumulo, mayor 
es la fuerza de adhesion entre las celulas adyacentes. 

Se piensa que la adhesion mediada por caderinas es la 
razon de la capacidad de las celulas similares para “elegirse” en 
agregados mixtos, como se ilustra en la figura 7-20. De hecho, 
las caderinas pueden ser el factor individual mas importante 
en el moldeado de las celulas para formar tejidos cohesivos en 
el embrion y para mantenerlos unidos en el adulto. Como se 
describe en la section Perspectiva humana, es probable que la 
perdida de la funcion de las caderinas tenga un papel clave en 
la diseminacion de los tumores malignos. 

El desarrollo embrionario se caracteriza por el cambio: cam- 
bio de la expresion genica, cambio de la forma celular, cambio de 
la motilidad celular, cambio de la adhesion celular, etc. Se piensa 
que las caderinas median muchos de los cambios dinamicos en 
los contactos adhesivos necesarios para construir los tejidos y 
organos de un embrion, lo que se conoce como morfogenesis. Por 
ejemplo, en varios procesos morfogeneticos que ocurren durante 
el desarrollo embrionario participa un grupo de celulas que cam- 
bian de un epitelio (capa de celulas organizadas estrechamente 
adheridas) a un mesenquima (celulas basicamente no adhesivas 
en union laxa), o viceversa. La transition mesenquima-epitelio 
la ilustra el movimiento de las celulas mesodermicas durante la 
gastrulacion. Tipicamente, estas celulas se separan de una capa 
cohesiva en la superficie de la gastrula temprana y se mueven 
hacia las regiones interiores como celulas mesenquimatosas (fig. 
7-24«). Despues de cierto periodo, muchas de estas mismas 
celulas recuperan sus propiedades adhesivas y forman de nueva 
cuenta un epitelio, como los somitas que se forman a lo largo 
de la linea media dorsal del embrion (fig. 7-2Ab). En una etapa 
mas avanzada, las celulas de ciertas partes de los somitas pier- 
den su adhesividad y comienzan a desplazarse de nuevo como 
mesenquima (fig. 7-24r) hasta la extremidad en desarrollo para 
convertirse en musculo o cartilago, o debajo de la epidermis en 
desarrollo para convertirse en los tejidos dermicos. Las caderi¬ 
nas (y otras moleculas de adhesion celular) tienen un papel clave 
en estos fenomenos porque cambian las propiedades adhesivas 
de las celulas. La agregacion de las celulas en un epitelio, como 
los somitas, se acompana de la aparicion de caderina N en las 
superficies de las celulas (fig. 7-2Act), un fenomeno que era de 
esperarse para promover la adhesion entre las celulas. Por otro 
lado, la dispersion de las celulas a partir de un epitelio se relacio- 
na con la desaparicion de la caderina N. 

En tanto las caderinas tienen una distribution tipica difusa 
en todas las superficies de dos celulas adherentes, tambien par- 
ticipan en la formation de uniones intercelulares especializadas, 
que son el tema de la section siguiente. 




(b) 




FIGURA 7-24 Las caderinas y la transformation epitelial mesen- 
quimatosa. a-c ) Etapas del desarrollo temprano de un embrion de 
polio, a) Durante la gastrulacion, las celulas de la capa superior del embrion 
(el epiblasto) migran hacia una hendidura en el centro del embrion, se inser- 
tan en dicha hendidura y luego migran hacia los lados como celulas mesen¬ 
quimatosas en el espacio que hay por debajo del epiblasto. b ) Algunas de 
esas celulas mesenquimatosas se reunen en bloques de celulas epiteliales y 
forman los somitas. c) En una etapa posterior del desarrollo, una parte de la 
pared de cada somita se transforma en celulas mesenquimatosas que migran 
a varios tejidos perifericos. d) Corte sagital a traves del embrion de polio al 
nivel de los somitas. La parte anterior del embrion se muestra a la izquierda 
y la posterior a la derecha. El eje anteroposterior del embrion de polio es una 
especie de linea del tiempo en el desarrollo; ciertos fenomenos ocurren pri- 
mero en la parte anterior, como la formacion de los distintos somitas, y des¬ 
pues se producen en las regiones posteriores. En esta fotografia se advierte 
la localization de la caderina N con inmunofluorescencia en el epitelio del 
somita. La formacion de somitas, que se observa de manera progresiva de 
las porciones anteriores a las posteriores del embrion, esta relacionada con 
la sintesis de caderina N. (D, tomada de Kohei Hatta, Shin Tagaki, 
Hajime Fujisawa y Masatoshi Takeichi, Dev Biol 120:218,1987.) 
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PERSPECTIVA HUMANA 



El papel de la adhesion celular en la inflamacion y la metastasis 


La inflamacion es una de las reacciones primarias a la infeccion. Si 
una parte del cuerpo se contamina con bacterias, como podrfa ocurrir 
despues de una herida punzante en la piel, el sitio de la lesion se con- 
vierte en un magneto para diversos leucocitos. Se estimula a estos ulti- 
mos (globulos blancos), que en condiciones normales permanecen en 
la sangre, para que crucen la capa endotelial que recubre las venas mas 
pequenas (venulas) en la region y entren al tejido. Una vez en el tejido, 
los leucocitos se mueven hacia los microorganismos invasores como 
respuesta a las senales qufmicas e ingieren a los microbios. a Aunque la 
inflamacion es una reaccion protectora, tambien tiene efectos colatera- 
les adversos, como la fiebre, aumento de volumen local por la acumula- 
cion de lfquido, enrojecimiento y dolor. 

Tambien es posible que la inflamacion se active en forma inade- 
cuada. Por ejemplo, puede haber dano en los tejidos del corazon o el 
cerebro cuando el flujo sanguineo a estos organos se bloquea durante un 
infarto del miocardio o un episodio vascular cerebral. Cuando se restau- 
ra el flujo sanguineo al organo, los leucocitos circulantes pueden atacar 
el tejido danado, lo que produce un trastorno conocido como dano por 
reperfusion. Una reaccion inflamatoria exagerada tambien puede oca- 
sionar asma, sfndrome de choque toxico y sfndrome de insuficiencia 
respiratoria. Se realiza una investigation intensa sobre preguntas rela- 
cionadas con estos trastornos: ,:c6mo confluyen los leucocitos en los 
sitios de inflamacion?, ,:por que son capaces de detener su flujo en la 
corriente sanguinea y adherirse a las paredes vasculares?, <;c6mo penetran 
las paredes de los vasos?, <:c6mo pueden bloquearse algunos efectos co- 
laterales negativos de la inflamacion sin interferir con los aspectos bene- 
ficos de la reaccion? Las respuestas a las preguntas sobre la inflamacion 
se enfocaron en tres tipos de moleculas para adhesion celular: selectinas, 
integrinas y protefnas de la superfamilia de inmunoglobulinas. 

La figura 1 muestra una propuesta de la cadena de fenomenos 
que ocurre durante la inflamacion. El primer paso comienza cuando las 
paredes de las venulas se activan como respuesta a “senales” qufmicas 
del tejido danado cercano. Las celulas endoteliales que recubren estas 


a Se pueden encontrar imageries de un leucocito “persiguiendo” a una bacteria en 
Internet si se buscan las palabras clave “arrastre leucocitario”. 


venulas se vuelven mas adhesivas para los neutrofilos circulantes, un 
tipo de leucocito fagocftico que lleva a cabo un ataque rapido e inespe- 
cffico a los patogenos invasores. Este cambio en la adhesion lo media 
una presentation transitoria de selectinas P y E en las superficies de las 
celulas endoteliales activadas en el area danada (paso 2, fig. 1). Cuando 
los neutrofilos encuentran las selectinas, forman adhesiones transito- 
rias que reducen de manera drastica su movimiento por el vaso. En 
esta etapa puede verse que los neutrofilos “ruedan” con lentitud sobre 
la pared vascular. Varias companfas biotecnologicas intentan desarrollar 
farmacos antiinflamatorios que interfieran con la union de los ligandos 
con las selectinas E y P. Los anticuerpos contra selectina bloquean el 
rodamiento de los neutrofilos sobre las superficies cubiertas con selec¬ 
tinas in vitro y suprimen la inflamacion y el dano por reperfusion en 
animales. Se obtuvo un efecto bloqueador similar con carbohidratos 
sinteticos (p. ej., efomicinas) que se unen con las selectinas E y P, con 
lo que compiten con los carbohidratos ligandos en las superficies de los 
neutrofilos. 

Cuando los neutrofilos interactuan con el endotelio inflamado de 
la venula, un proceso de activacion (desencadenado por varios agentes, 
incluido el factor activador plaquetario liberado por el endotelio) produ¬ 
ce un aumento de la actividad de union de ciertas integrinas (p. ej., OC L p 2 
y OC M P 2 ) que ya estan situadas en la superficie de los neutrofilos (fig. 1, 
paso 3). Despues, las integrinas activadas se unen con gran afinidad con 
las moleculas de la IgSF (p. ej., ICAM) en la superficie de las celulas 
endoteliales, lo que hace que los neutrofilos detengan su rodamiento 
y se adhieran con firmeza a la pared vascular (paso 4). Los neutrofilos 
unidos cambian de forma y se exprimen entre las celulas endotelia¬ 
les adyacentes para entrar al tejido danado (paso 5). Los neutrofilos 
invasores parecen capaces de separar las uniones adherentes (pag. 260) 
que constituyen la principal barrera entre las celulas de la pared vascu¬ 
lar. Esta cascada de fenomenos, que incluye varios tipos diferentes de 
moleculas de adhesion celular, asegura que la union de las celulas san- 
gufneas a las paredes de los vasos sangufneos y la penetration posterior 
ocurra solo en sitios en los que se necesita la invasion leucocitaria. 

La importancia de las integrinas en la reaccion inflamatoria se 
demuestra en una rara enfermedad llamada defciencia de adhesion leu¬ 
cocitaria (DAL). Las personas con este padecimiento son incapaces de 
producir las subunidades P 2 como parte de varias integrinas leucoci- 
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FIGURA 1 Pasos del movimiento de neutrofilos durante la inflamacion a partir de la corriente sanguinea. 

Los pasos se describen en el texto. 
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tarias. Como resultado, los leucocitos de estas personas carecen de la 
capacidad para adherirse a la capa endotelial de las venulas, un paso 
necesario para su salida de la corriente sanguinea. Estos individuos 
sufren infecciones bacterianas repetidas que ponen en riesgo su vida. La 
mejor forma de tratar esta anormalidad es el trasplante de medula osea, 
el cual suministra al paciente las celulas primordiales capaces de formar 
leucocitos normales. La administracion de anticuerpos contra la sub- 
unidad (3 2 puede simular los efectos de la DAL y bloquea el movimien- 
to de neutrofilos y otros leucocitos fuera de los vasos sanguineos. Estos 
anticuerpos podrfan ser utiles para prevenir las reacciones inflamatorias 
relacionadas con afecciones, como el asma y la artritis reumatoide, o la 
reperfusion. 

El cancer es una enfermedad en la que las celulas escapan de los 
mecanismos normales de control del crecimiento del cuerpo y prolife- 
ran sin regulacion. Si las celulas malignas permanecieran en una sola 
masa, como ocurre a menudo en algunos tipos de cancer cutaneo o 
cancer tiroideo, casi todos los tumores malignos serian faciles de curar 
mediante la extirpation quirurgica del tejido enfermo. Sin embargo, 
la mayor parte de las tumoraciones malignas generan celulas capaces 
de salir del tumor primario y entrar a la corriente sanguinea o con- 
ductos linfaticos, lo que inicia el crecimiento de tumores secundarios 
en otras partes del cuerpo. La diseminacion de un tumor dentro del 
cuerpo se conoce como metastasis y es la razon por la que el cancer es 
una anomalia devastadora. Se cree que las celulas metastasicas (celulas 
cancerosas que pueden iniciar el desarrollo de tumores secundarios) 
tienen propiedades especiales en la superficie celular que no comparten 
la mayoria de las otras celulas del tumor. Por ejemplo, pueden mencio- 
narse las siguientes: 

1. Las celulas metastasicas deben ser menos adhesivas que las demas 
para liberarse de la masa tumoral. 

2. Deben ser capaces de penetrar muchas barreras, como las matrices 
extracelulares del tejido conjuntivo circundante y las membranas 
basales que recubren los vasos sanguineos que las trasladan a sitios 
distantes. 

3. Deben ser capaces de invadir tejidos normales para formar colonias 
secundarias. 

La penetration de las matrices extracelulares se logra sobre todo 
mediante enzimas que digieren la ECM, en particular las metalopro- 
teinasas de la matriz descritas en la pagina 248. En algunos tipos de 
cancer, las celulas secretan sus propias MMP, pero en la mayoria de los 
tumores en crecimiento inducen la sintesis y secretion de estas enzi¬ 


mas en las celulas “hospedadoras” proximas. De cualquier forma, estas 
enzimas degradan las proteinas y proteoglucanos que obstaculizan la 
migration de las celulas cancerosas. Ademas, la escision de determi- 
nadas proteinas de la ECM por las MMP produce fragmentos protei- 
nicos activos que actuan otra vez de regreso en las celulas cancerosas 
estimulando su proliferation y caracter invasor. A causa de esta partici¬ 
pation aparente en el desarrollo de los tumores malignos, las MMP se 
convirtieron en un bianco pro mine nte de la industria farmaceutica. Una 
vez que se demostro que los inhibidores sinteticos de las MMP pueden 
reducir las metastasis en ratones, se realizaron varias pruebas clinicas 
con estos farmacos en pacientes con diversos canceres avanzados e ino- 
perables. Hasta ahora, estos inhibidores parecen poco prometedores 
para detener la progresion avanzada de los tumores y, en algunos casos, 
ocasionaron dano articular. Hasta el momento, el unico inhibidor de 
MMP aprobado por la FDA (Periostat) se emplea en el tratamiento 
de la enfermedad periodontal. 

Los cambios de las cifras y tipos de varias moleculas de adhe¬ 
sion celular, y por tanto de la capacidad de las celulas para adherirse a 
otras celulas o a las matrices extracelulares, tambien se refirieron en la 
promotion de las metastasis. Los principales estudios en esta area se han 
concentrado en la caderina E, que es la molecula de adhesion celular 
predominante de las uniones adherentes que mantienen las celulas epi- 
teliales en una lamina cohesiva. La perdida de la caderina E de las celulas 
epiteliales normales, como ocurre durante el desarrollo embrionario, se 
vincula con la conversion de las celulas en un fenotipo mesenquimatoso, 
mas movil (pag. 258), muy similar al de la mayor parte de las celulas 
cancerosas. Las investigaciones con diversos tumores de celulas epitelia¬ 
les (p. ej., de mama, prostata y colon) confirman que estas celulas malig¬ 
nas tienen concentraciones muy reducidas de caderina E; a menor nivel 
de expresion de caderina E, mayor potencial metastasico de la celula. A 
la inversa, cuando se obliga a las celulas malignas a expresar copias adi- 
cionales del gen para caderina E, las celulas pierden capacidad para pro- 
ducir tumores cuando se les inyecta en animales. Se cree que la presencia 
de caderina E favorece la adhesion de las celulas entre si y suprime la 
dispersion de celulas neoplasicas a sitios distantes. Tambien es posible 
que la caderina E inhiba las vias de serialization celular que conducen a 
la invasion histica y metastasis. La relevancia de la caderina E resulta 
evidente a partir de un estudio de una familia de nativos de Nueva 
Zelanda en la que 25 de sus miembros tuvo cancer gastrico en un perio- 
do de 30 anos. El analisis del DNA de los integrantes de la familia 
revelo que las personas susceptibles tenian mutaciones en el gen que 
codifica la caderina E. 


Uniones adherentes y desmosomas: 
fijacion de unas celulas con otras 

Las celulas de ciertos tejidos, en especial epitelios y musculo car- 
diaco, son muy dificiles de separar entre si porque se mantienen 
juntas mediante uniones adhesivas especializadas dependientes 
de calcio. Existen dos tipos principales de uniones adhesivas: las 
uniones adherentes y los desmosomas. Ademas de las uniones 
adherentes, las celulas epiteliales contienen con frecuencia otros 
tipos de uniones celulares que tambien se localizan sobre sus 
superficies laterales, cerca de la luz apical (fig. 7-25). Cuando 
estas uniones se ordenan de cierta manera, este tipo de especiali- 
zacion superficial se denomina complejo de union. Las estructuras 
y funciones de las dos uniones adhesivas del complejo se descri- 
ben en los parrafos siguientes, mientras que la discusion de los 


otros tipos de uniones epiteliales (zonas de oclusion y uniones 
comunicantes) se presenta mas adelante en este capitulo. 

Las uniones adherentes se hallan en varios sitios del cuer¬ 
po. Son muy frecuentes en los epitelios, como el recubrimiento 
intestinal, donde se encuentran como un “cinturon” (o zonula 
adherente) que rodea a cada una de las celulas cerca de su super¬ 
ficie apical y unen a la celula con sus vecinas (fig. 7-25 a). Las 
celulas de una union adherente se mantienen unidas por enlaces 
dependientes de calcio que se forman entre los dominios extra¬ 
celulares de las moleculas de caderina que salvan las brechas de 
30 nm que hay entre las celulas vecinas (fig. 7-26). Como lo 
ilustra la figura 7-26, el dominio citoplasmico de estas caderi- 
nas se une mediante cateninas alfa y beta con diversas proteinas 
citoplasmicas, incluidos los filamentos de actina del citoesquele- 
to. Por lo tanto, al igual que las integrinas de una adhesion focal, 
los cumulos de caderina de una union adherente conectan el 
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FIGURA 7-25 Complejo de union intercelular. a ) Esquema que muestra un complejo de 
union en las superficies laterales de una celula epitelial cilfndrica simple. El complejo con- 
siste en una zona de oclusion, una union adherente y un desmosoma (macula adherente). 
Otros desmosomas y uniones comunicantes se localizan en un piano mas profundo sobre las 
superficies laterales de las celulas. Las uniones adherentes y las zonas de oclusion rodean 
la celula, mientras que los desmosomas y las uniones comunicantes se limitan a un sitio 
particular entre las celulas adyacentes. Los hemidesmosomas se muestran en la superficie 
celular basal, b) Micrografia electronica de un complejo de union entre dos celulas epitelia- 
les de la via respiratoria de una rata (TJ, zona de oclusion; AJ, union adherente; D, desmo¬ 
soma). ( B , tomada de Eveline E. Schneeberger y Robert D. Lynch. Am J Physiol 
262:L648,1992.) 
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FIGURA 7-26 La estructura de la union adherente. Modelo esquematico de la configu- 
ImJ ration molecular de una zonula adherente. El dominio citoplasmico de cada molecula 
de caderina se conecta con los filamentos de actina del citoesqueleto mediante proteinas de enlace, 
incluidas las cateninas beta y alfa. La catenina beta tambien se ha referido como elemento clave en 
una via de senalizacion que va de la superficie celular al nucleo, pero que tal vez no este vinculada 
con su presencia en las uniones adherentes. Otro miembro de la familia de la catenina, la catenina 
pl20, se une con un sitio del dominio citoplasmico de la caderina. La catenina pl20 puede regular 
la fuerza adhesiva de la union y servir como componente de la via de senalizacion. No se indican 
muchas otras proteinas que se encuentran en estas uniones. 
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ambiente exterior con el citoesqueleto de actina y proporcionan 
una via potencial para que se transmitan las senales del exterior 
celular al citoplasma. Como ejemplo, las uniones adherentes 
situadas entre celulas endoteliales que recubren las paredes de 
los vasos sanguineos transmiten senales que aseguran la super- 
vivencia de las celulas. Los ratones que carecen de una caderina 
de las celulas endoteliales son incapaces de transmitir estas sena¬ 
les de supervivencia y estos animales fallecen durante la etapa 
embrionaria como consecuencia de la muerte de las celulas que 
recubren los vasos sanguineos. 

Los desmosomas (o mdculas adherentes) son uniones adhe- 
sivas con forma de disco de 1 pm de diametro (fig. 1-21 a) que 
se encuentran en diversos tejidos. Los desmosomas son muy 
abundantes en los tejidos sometidos a tension mecanica, como 
el musculo cardiaco y las capas epiteliales de la piel y el cuello 
uterino. Al igual que las uniones adherentes, los desmosomas 
contienen caderinas que unen dos celulas a traves de una brecha 
intercelular estrecha (30 nm). Las caderinas de los desmosomas 
poseen una estructura de dominios diferente respecto de las 
caderinas comunes que se encuentran en las uniones adheren¬ 
tes y se conocen como desmogleinas y desmocolinas (fig. l-21h). 
Las placas citoplasmicas densas de la superficie interna de las 
membranas plasmaticas sirven como sitios de fijacion para los 
filamentos intermediaries curvos similares a los de los hemi- 
desmosomas (fig. 7-19). La red tridimensional de filamentos 
intermediaries similares a cuerdas suministran continuidad 
estructural y fuerza tensional a toda la hoja de celulas. Los fila¬ 
mentos intermediaries se unen con los dominios citoplasmicos 
de las caderinas del desmosoma mediante proteinas adiciona- 
les, como se muestra en la figura l-21h. La importancia de las 
caderinas para el mantenimiento de la integridad estructural de 
un epitelio se ilustra en una enfermedad autoinmunitaria ( pen - 
figo vulgar) en la que se producen anticuerpos contra una de 
las desmogleinas. La enfermedad se caracteriza por la perdida 
de adhesion entre las celulas de la epidermis con formation de 
vesiculas graves en la piel. 

El papel de los receptores de adhesion celular 
en la serialization transmembranosa 

La figura 7-28 presenta un resumen de algunos de los puntos que 
se han explicado en este capitulo. La representation muestra cada 
uno de los cuatro tipos de moleculas de adhesion descritas y sus 
interacciones con los materiales extracelulares y citoplasmicos. 
Una de las funciones de las proteinas integrales de la membrana 
es transferir information a traves de la membrana plasmatica, un 
proceso que se conoce como senalizacion transmembranosa. 
Aunque este tema se analiza con detalle en el capitulo 15, puede 
senalarse que los cuatro tipos de moleculas de adhesion celular 
ilustrados en la figura 7-28 tienen la capacidad de realizar esta 
funcion. Por ejemplo, las integrinas y las caderinas pueden trans¬ 
mitir senales del ambiente extracelular al citoplasma mediante 
los enlaces con el citoesqueleto y las moleculas reguladoras del 
citosol, como las cinasas de proteina y proteinas G. Las cinasas 
de proteina activan (o inhiben) sus proteinas bianco median¬ 
te fosforilacion, mientras que las proteinas G activan (o inhi¬ 
ben) sus proteinas bianco mediante interaction fisica (vease fig. 
15-19/6). La union de una integrina con su ligando puede inducir 
diversas reacciones dentro de una celula, incluidos los cambios 
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FIGURA 7-27 La estructura del desmosoma. a) Micrograffa 
electronica de un desmosoma de epidermis de triton, b ) Modelo 
esquematico de la configuracion molecular de un desmosoma. ( A , tomada 
de Douglas E. Kelly, J Cell Biol 28:51,1966. Con autorizacion de 
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en el pH citoplasmico o la concentration de Ca 2+ , fosforila- 
cion de proteinas y expresion de genes. A su vez, estos cambios 
pueden alterar el potential celular de crecimiento, la actividad 
migratoria, el estado de diferenciacion o la supervivencia. Este 
tipo de fenomeno se ilustra con las celulas de glandula mama- 
ria que se presentan en la figura 7-29. Cuando estas celulas se 
retiran de una glandula mamaria y crecen en una caja de cultivo 
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FIGURA 7-28 Revision de los tipos de interacciones que suceden en la 
superficie celular. Se muestran cuatro tipos de interacciones adhesivas 
entre celulas, asf como dos tipos de interacciones entre las celulas y el sus- 
trato extracelular. Hay que tener presente que las diversas interacciones 
mostradas aqui no ocurren en un solo tipo celular, sino que se muestran de 
esta manera con fines ilustrativos. Por ejemplo, las interacciones entre las 
selectinas y las lectinas tienen lugar sobre todo entre los leucocitos circulan- 
tes y las paredes de los vasos sangufneos. 


desnudo, pierden su capacidad para sintetizar las proteinas de 
la leche y se ven como celulas aplanadas e indiferenciadas (fig. 
7-29 a). Cuando estas mismas celulas indiferenciadas se cultivan 
en presencia de ciertas moleculas extracelulares (p. ej.,laminina), 
recuperan su apariencia diferenciada y se organizan en estruc- 
turas glandulares productoras de leche (fig. 7-29 b). Se cree que 
la laminina estimula las celulas mamarias mediante la union con 
integrinas de la superficie celular y la activation de las cinasas en 
la superficie interna de la membrana (como en la figura 7-17 c). 


REVISION 



1. Distinga entre un hemidesmosoma y un desmosoma, y 
entre un desmosoma y una union adherente. 

2. ^Que tipos de uniones celulares poseen filamentos de 
actina?, ,;cuales contienen filamentos intermediaries?, 
morales tienen integrinas y cuales caderinas? 

3. ^En que difieren las caderinas, los miembros de la IgSF 
y las selectinas a nivel molecular respecto de la forma en 
que median la adhesion celular? 
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FIGURA 7-29 La funcion de las proteinas extracelulares en el manteni- 
miento del estado diferenciado de las celulas. a ) Estas celulas epiteliales 
de la glandula mamaria de raton se cultivaron en ausencia de una matriz 
extracelular. A diferencia de las celulas mamarias diferenciadas normales, 
estas celulas estan aplanadas y no sintetizan proteinas de leche. b) Cuando 
se agregaron moleculas de matriz extracelular de nueva cuenta al cultivo, las 
celulas recuperaron su apariencia diferenciada y sintetizaron proteinas de la 
leche. (Cortesia de Joanne Emerman.) 
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7.4 ZONAS DE OCLUSION: SELLADQ _ 

DEL ESPACIO EXTRACELULAR 

Un epitelio simple, como el recubrimiento intestinal o 
pulmonar, esta formado por una capa de celulas que se adhieren 
con firmeza entre si para formar una hoja celular delgada. Desde 
hace varios anos, los biologos saben que cuando ciertos tipos 
de epitelio, como la piel de rana o la pared de la vejiga urinaria, 
se montan entre dos compartimientos que contienen diferen- 
tes concentraciones de solutos se observa muy poca difusion 
de iones o solutos a traves de la pared del epitelio de un com- 
partimiento al otro. Dada la impermeabilidad de las membra- 


nas plasmaticas, no es sorprendente que los solutos no puedan 
difundirse con libertad a traves de las celulas de una capa epite- 
lial. Empero, ^por que no son capaces de pasar entre las celulas 
mediante la via paracelular (como en la figura 7-30a)? La razon 
se torno aparente en el decenio de 1960 con el descubrimiento 
de contactos especializados llamados zonas de oclusion entre 
las celulas epiteliales contiguas. 

Las zonas de oclusion se localizan en el extremo apical del 
complejo de union entre las celulas epiteliales adyacentes (vease 
fig. 7-25). En la figura 7-30 a se muestra una micrografia elec- 
tronica de un corte a traves de la zona de oclusion que se corto 
para incluir las membranas plasmaticas de las celulas adyacentes. 
En el recuadro de la figura 7-30a se observa una amplification 
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FIGURA 7-30 Zonas de oclusion. a) Micrografia electronica de un corte a traves de la region apical de dos 
celulas epiteliales adyacentes que muestra el sitio en el que las membranas plasmaticas de las dos celulas se 
unen en puntos intermitentes dentro de la zona de oclusion. El recuadro muestra la estructura de la zona de 
oclusion a mayor aumento. Las zonas de oclusion bloquean la difusion de solutos por la via paracelular entre 
las celulas. b ) Modelo de una zona de oclusion que muestra los puntos intermitentes de contacto entre las 
proteinas integrales de las dos membranas que se unen. Cada uno de estos sitios de contacto se extiende como 
un par de hileras de proteinas dentro de las membranas y forma una barrera que bloquea el paso de solutos 
por el espacio entre las celulas. c) Replica con tecnica de congelamiento y fractura que muestra la cara E de la 
membrana plasmatica de una de las celulas en una region de una zona de oclusion. Las hendiduras en la cara 
E permanecen despues de traccionar las proteinas integrales de membrana de esta mitad de la membrana. 
d) Micrografia electronica de barrido de la superficie apical de un epitelio que revela la naturaleza circular 
de las zonas de oclusion. ( A , Cortesi'a de Daniel S. Friend; recuadro cortesi'a de Hiroyuki Sasaki y 
Shoichiro Tsukita; C, tomada de Philippa Claude y Daniel A. Goodenough, J Cell Biol 58:390, 
1973. Con autorizacion de los derechos reservados de Rockefeller University Press; D , Cortesi'a 
de D. Tarin.) 
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con mayor detalle que muestra la interaction entre las membra- 
nas de una TJ. Es claro que las membranas adyacentes hacen 
contacto en puntos intermitentes, en lugar de estar fusionadas 
en una superficie amplia. Como se indica en la figura 7-30 b, 
los puntos de contacto entre las celulas son sitios en los que las 
proteinas integrates de dos membranas adyacentes se hallan en 
el espacio extracelular. 

La tecnica de congelamiento y fractura, que permite la 
observation de las caras internas de una membrana (fig. 4-13), 
muestra que las membranas plasmaticas de una zona de oclu¬ 
sion contienen hebras interconectadas (fig. 7-30r) que discurren 
paralelas entre si y con la superficie apical del epitelio. Las fibras 
(o hendiduras en la cara opuesta de una membrana fracturada) 
corresponden a pares de hileras de proteinas integrales de mem¬ 
brana alineadas que se ilustran en el recuadro de la figura 7-30 b. 
Las proteinas integrales de las zonas de oclusion forman fibrillas 
continuas que rodean por completo a la celula, como una junta, 
y establecen contacto con las celulas proximas por todos lados 
(fig. 7-30 d). Como resultado, las zonas de oclusion sirven como 
barrera a la difusion fibre de agua y solutos del compartimiento 
extracelular por un lado de una hoja epitelial hacia el otro lado. 
Las zonas de oclusion tambien sirven como “vallas” que ayu- 
dan a mantener el caracter polarizado de las celulas epiteliales 
(vease fig. 4-29). Esta funcion la realizan mediante el bloqueo 
de la difusion de proteinas integrales entre el dominio apical de 
la membrana plasmatica y sus dominios lateral y basal. Como 
otros sitios de adhesion celular, las zonas de oclusion tambien 
participan en vias de serialization que regulan numerosos pro- 
cesos celulares. 

No todas las zonas de oclusion poseen las mismas propie- 
dades de permeabilidad. Parte de la explication puede verse al 
microscopio electronico: zonas de oclusion con varias hebras 
paralelas (como la de la figura 7-30r) tienden a formar mejores 
sellos que las uniones con solo una o dos hebras. No obstante, el 
asunto implica mas que el numero de hebras. Algunas zonas de 
oclusion son permeables a iones o solutos especificos a los que 
otras zonas de oclusion son impermeables. Estudios recientes 
brindan information considerable sobre la base molecular de la 
permeabilidad de las zonas de oclusion. 

Hasta 1998 se penso que las hebras de las zonas de oclu¬ 
sion se componian de una sola proteina, la ocludina. Despues se 
encontro que las celulas cultivadas que carecian del gen para la 
ocludina, y que por tanto no producian esta proteina, aun podian 
formar hebras de la zona de oclusion con estructura y funcion 
normales. Estudios posteriores realizados por Shoichiro Tsukita 
y colaboradores en la Universidad de Kyoto condujeron al des- 
cubrimiento de una familia de proteinas llamadas claudinas que 
son el componente principal de las hebras en las zonas de oclu¬ 
sion. La micrografia electronica de la figura 7-31 muestra que la 
ocludina y la claudina estan juntas dentro de las fibrillas lineales 
de una zona de oclusion. Se han identificado por lo menos 24 
claudinas diferentes y las diferencias en la distribution de estas 
proteinas podrian explicar las diferencias de la permeabilidad de 
las zonas de oclusion. Por ejemplo, solo una pequena region de un 
tubulo renal humano, conocida como rama ascendente gruesa, 
tiene zonas de oclusion permeables a iones magnesio (Mg 2+ ). Se 
cree que las hebras que contienen claudina de la rama ascenden¬ 
te gruesa poseen poros con permeabilidad selectiva para iones 
Mg 2+ . Esta idea se apoya en el hallazgo de un miembro especi- 
fico de la familia de las claudinas, la claudina 16, que se expresa 
sobre todo en la rama ascendente gruesa. La importancia de la 
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claudina 16 en la funcion renal se revelo en estudios de pacien- 
tes que sufren una rara enfermedad caracterizada por niveles 
demasiado bajos de Mg 2+ en sangre. Se observo que estos indi- 
viduos padecen mutaciones en ambas copias del gen daudina 
16. El nivel de Mg 2-1- en su sangre es bajo porque las zonas de 
oclusion que contienen la claudina anormal son impermeables 
al magnesio. Como resultado, este ion importante no se resorbe 
del tubulo y se excreta en la orina. 

En 2002 se descubrio otra funcion relevante de las zonas de 
oclusion. Durante decadas se penso que la impermeabilidad 
de la piel de los mamiferos al agua era propiedad de la capa 
externa cornificada de la piel (vease fig. 7-1) que contiene fila- 
mentos de proteina muy aglomerados y lipidos relacionados. Sin 
embargo, se descubrio que los ratones que carecen del gen para 
la claudina 1 morian poco despues de nacer a causa de la deshi- 
dratacion. La investigation mas profunda revelo que las celulas 
en una de las capas mas externas de la epidermis normal estan 
conectadas entre si mediante zonas de oclusion. Los animales 
que carecen del gen para claudina 1 fueron incapaces de desarro- 
llar zonas de oclusion epidermicas impermeables y, como resul¬ 
tado, sufrieron la perdida descontrolada de agua. 

Las zonas de oclusion tambien estan presentes entre las 
celulas endoteliales que recubren las paredes de los capilares. 
Estas uniones son muy evidentes en el cerebro, donde ayudan 
a formar la barrera hematoencefalica, que impide el paso de sus- 
tancias de la corriente sanguinea al cerebro. Aunque es probable 
que los iones pequenos e incluso las moleculas de agua no pue- 
dan penetrar esta barrera, las celulas del sistema inmunologico 
pueden cruzar el endotelio a traves de estas uniones. Se cree que 
dichas celulas envian una serial que abre la union y permite 
que las celulas pasen. Aunque protege al cerebro contra solu- 
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FIGURA 7-31 Composition molecular de las hebras de la zona de oclusion. 

Micrografia electronica de una replica de celulas por congelamiento y frac¬ 
tura que se habia unido con otra mediante zonas de oclusion. Las caras 
de fractura se incubaron con dos tipos de anticuerpos marcados con oro. 
Las particulas de oro mas pequenas (puntas de flecha) revelan la presencia 
de moleculas de claudina, mientras que las particulas de oro mas grandes 
(flechas) se refieren a ocludina. Estos experimentos demostraron que ambas 
proteinas estan presentes en las mismas hebras de la zona de oclusion. La 
barra equivale a 0.15 (dm. El recuadro muestra una posible configuration 
de las dos proteinas integrales de membrana cuando hacen contacto en su 
espacio intercelular. Tanto las claudinas (rojo) como la ocludina (pardo) cru- 
zan la membrana cuatro veces. (Micrografia de Mikio Furuse, Hiro- 
yuki Sasaki, Kazushi Fujimoto y Shoichiro Tsukita, J Cell Biol 
143:398,1998. Con autorizacion de los derechos reservados de la 
Rockefeller University Press.) 
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tos indeseables, la barrera hematoencefalica tambien impide el 
acceso de farmacos al sistema nervioso central. Por consiguiente, 
uno de los objetivos principales de la industria farmaceutica es 
desarrollar agentes que abran en forma transitoria las zonas de 
oclusion del cerebro para permitir el paso de sustancias tera- 
peuticas. 


REVISION 


1. <;Que information brinda el analisis por congelamiento 
y fractura sobre la estructura de una union que no pue- 
de obtenerse con el examen de cortes histicos tenidos? 

2. jjComo contribuye la estructura de una zona de oclu¬ 
sion a su fiincion? 


M 


0.15 pm 


Conexon 


Subunidad 
de conexina 


(b) 

FIGURA 7-32 Uniones comunicantes. a) Micrografia electronica de un corte 
a traves de una union comunicante, perpendicular al piano de las dos mem- 
branas adyacentes. Las “tuberias” entre las dos celulas se ven como cuen- 
tas electrodensas en las membranas plasmaticas yuxtapuestas. b) Modelo 
esquematico de una union comunicante que muestra la disposition de seis 
subunidades de conexina para formar un conexon, el cual contiene la mitad 
del canal que conecta el citoplasma de las dos celulas adyacentes. Cada sub¬ 
unidad de conexina es una proteina integral con cuatro dominios transmem- 
branosos. c) Imagenes de alta resolution obtenidas por microscopia optica 


7.5 UNIONES COMUNICANTES _ 

Y PLASMQDESMAS: MEDIACIQN 

DE LA CQMUNICACIQN INTERCELULAR 

Las uniones comunicantes son sitios entre las celulas 
animates especializados para la comunicacion intercelular. Las 
micrografias electronicas revelan que las uniones comunicantes 
son sitios en los que las membranas plasmaticas de celulas adya¬ 
centes se aproximan de forma notoria una a la otra (hasta unos 
3 nm), pero no establecen contacto directo. En lugar de ello, 
la brecha entre las celulas se cubre con hebras muy finas (fig. 
7-32 a) que en realidad son “tuberias” moleculares que pasan por 
las membranas plasmaticas adyacentes y se abren al citoplasma 
de las celulas contiguas (fig. 7-32 b). 

Las uniones comunicantes tienen una composicion mole¬ 
cular simple; se componen solo de una proteina integral de 
membrana llamada conexina. Las conexinas se aglomeran den- 


(d) 

de la superficie extracelular de un conexon individual en las conformaciones 
abierta (izquierda) y cerrada (derecha). El cierre del conexon fue inducido 
por exposition a altas concentraciones de ion Ca 2+ . ct) Replica por criofrac- 
tura de una placa de union comunicante, que muestra la gran cantidad de 
conexones y su alta concentration. ( A , tomada de Camillo Peracchia y 
Angela F. DulhuntyJ Cell Biol. 70:419,1976; con autorizacion del 

TITULAR DEL COPYRIGHT, LA ROCKEFELLER UNIVERSITY PRESS; C, CORTE- 

sia de Gina E. Sosinsky; D, cortesia de David Albertini.) 
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tro de la membrana plasmatica como un complejo de multiples 
subunidades denominado conexon, que cruza la membrana (fig. 
7-32 b). Cada conexon se forma de seis subunidades de conexi- 
na dispuestas alrededor de una abertura central, o anillo, que 
mide cerca de 16 A de diametro en su superficie extracelular (fig. 
7-32 c). 

Durante la formation de las uniones comunicantes, los 
conexones de las membranas plasmaticas de celulas adyacen- 
tes se unen con fuerza mediante interacciones extensas de los 
dominios extracelulares de las subunidades de conexina. Una vez 
alineados, los conexones de las membranas plasmaticas unidas 
forman canales intercelulares completos que conectan el cito- 
plasma de una celula con el de su vecina (fig. 7-32 b). Los canales 
se aglomeran en regiones especificas de la membrana, forman 
placas de uniones comunicantes que pueden visualizarse cuando 
la membrana se divide por el centra con la tecnica de congela- 
miento y fractura (fig. 7-32 d). 

Como se explica en la section Vias experimentales (vease 
www.wiley.com/co/lege/karp),las uniones comunicantes son sitios 
de comunicacion entre los citoplasmas de celulas adyacentes. 
La existencia de comunicacion intercelular mediante uniones 
(GJIC) se revela mediante el paso de corrientes ionicas o tintes 
de bajo peso molecular, como la fluoresceina, de una celula a sus 
vecinas (fig. 7-33). Las uniones comunicantes de los mamiferos 
permiten la difusion de moleculas con masa molecular menor de 
unos 1 000 Da. Comparados con los canales ionicos tan selecti- 
vos que conectan a la celula con el medio externo (pag. 152), los 
canales de las uniones comunicantes son relativamente no selec- 
tivos. Asi como los canales ionicos pueden abrirse o cerrarse, 



tambien se cree que los canales de las uniones comunicantes son 
controlados. Es probable que el cierre del canal este controlado 
sobre todo por la fosforilacion de subunidades de conexina. Es 
posible que el cierre tambien sea inducido por concentraciones 
anormalmente altas de Ca 2+ (fig. 7-32 c, derecha). 

En el capitulo 4 se explico como las celulas del musculo 
esqueletico se estimulan con sustancias liberadas de las puntas 
de las celulas nerviosas cercanas. La estimulacion de la celu¬ 
la muscular cardiaca o lisa ocurre por un proceso diferente en 
el que intervienen las uniones comunicantes. La contraction 
del corazon de los mamiferos esta estimulada por un impulso 
electrico generado en una pequena region de musculo cardia- 
co especializado llamado nodo sinoauricu/ar, que actua como 
el marcapasos del corazon. El impulso se propaga con rapidez 
cuando una corriente de iones fluye por las uniones comunican¬ 
tes de una celula miocardica a otras, lo que hace que las celulas 
se contraigan en sincronia. De igual manera, el flujo de iones por 
las uniones comunicantes que conectan las celulas de musculo 
liso en la pared del esofago o el intestino permite la generation 
de ondas peristalticas coordinadas que se mueven por todo lo 
largo de la pared. 3 

Las uniones comunicantes ponen en contacto citoplasmico 
estrecho a muchas celulas de un tejido. Esto tiene consecuencias 
fisiologicas de importancia porque varias sustancias con inten- 
sa actividad reguladora, como el AMP ciclico y los fosfatos de 
inositol (cap. 15), son lo bastante pequenas para caber por los 
canales de las uniones comunicantes. Como resultado, las unio¬ 
nes comunicantes tienen la capacidad de integrar las actividades 
de las celulas individuales de un tejido para que funcionen como 
unidad. Por ejemplo, si solo unas cuantas celulas cerca de un 
vaso sanguineo particular reciben el estimulo de una hormona, 
el estimulo puede transmitirse con rapidez a todas las celulas 
del tejido. Las uniones comunicantes tambien permiten que las 
celulas mantengan una cooperation metabolica al compartir 
metabolitos clave, como ATP, fosfatos de azucares, aminoacidos 
y muchas coenzimas que son lo bastante pequenas para pasar 
por estos canales intercelulares. Esto reviste especial importan¬ 
cia en tejidos que, como el cristalino del ojo, son avasculares (es 
decir, carecen de vasos sanguineos). 

Las conexinas (Cx), proteinas con las que se forman las 
uniones comunicantes, son miembros de una familia multige- 
nica. Se han identificado cerca de 20 conexinas con distintas 
distribuciones en tejidos especificos. Los conexones formados 
por diferentes conexinas muestran diferencias en conductancia, 
permeabilidad y regulation. En algunos casos, los conexones de 
las celulas vecinas que se forman de conexinas diferentes pue¬ 
den ensamblarse y formar canales funcionales, y en otros casos 
no sucede asi. Estas diferencias en la compatibilidad pueden 
tener funciones relevantes en la promotion o prevention de la 
comunicacion entre distintos tipos de celulas en un organo. Por 
ejemplo, los conexones que unen las celulas miocardicas se com- 
ponen de conexina Cx43, mientras que los conexones que unen 
las celulas que forman el sistema de conduction electrica en el 


FIGURA 7-33 Resultados de un experimento que demuestra el paso de 
solutos de bajo peso molecular a traves de las uniones comunicantes. 

Micrografia en campo oscuro que muestra el paso de fluoresceina de una 
celula (X) en la que se inyecto a las celulas circundantes. (Tomada de R. 
Azarnia y W. R. Loewenstein. J Memb Biol 6:378,1971.) 


3 Como se explica en Vias experimentales en Internet, las uniones comunicantes 
tambien se forman entre las membranas presinapticas y postsinapticas de celulas 
nerviosas adyacentes en ciertas partes del cerebro, lo que permite la transmision 
directa de impulsos nerviosos de una neurona a otra sin que sea necesaria la libera- 
cion de transmisores quimicos. 
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corazon se forman de Cx40. Como estas dos conexinas forman 
conexones incompatibles, los dos tipos de celulas mantienen un 
aislamiento electrico entre si, aunque conservan el contacto fisi- 
co. Hay varios trastornos hereditarios relacionados con mutacio- 
nes en los genes que codifican conexinas. Las consecuencias de 
estos trastornos incluyen sordera, ceguera, anormalidades de la 
piel y degeneration nerviosa. 

En los ultimos anos se ha descubierto un nuevo tipo de 
sistema de comunicacion que consta de tubulos delgados y 
muy largos capaces de conducir proteinas de superficie celular 
y vesiculas citoplasmicas de una celula a otra. A la fecha, estos 
nanotubulos de tunelizacion, como se les llama, solo se han obser- 
vado entre celulas en cultivo (como en la figura 7-34), asi que 
aun queda por ver si tienen un cometido fisiologico importante 
en el cuerpo. 

Plasmodesmas 

A diferencia de los animales, cuyas celulas establecen contactos 
estrechos entre si, las celulas vegetales estan separadas unas de 
otras por una barrera notable, la pared celular. Por lo tanto, no 
es sorprendente que las plantas carezcan de las moleculas de 
adhesion celular que se han descrito en este capitulo. Aunque las 
plantas no poseen las uniones especializadas que se observan en 
los tejidos animales, la mayoria de las celulas vegetales se conecta 
entre si mediante plasmodesmas. Los plasmodesmas son cana- 
les citoplasmicos que pasan a traves de las paredes celulares de 
celulas adyacentes. La figura 7-34a, b muestra un plasmodesma 
simple (no ramificado). Tales estructuras estan recubiertas con 
membrana plasmatica y casi siempre contienen una estructura 
central densa, el desmotubulo , derivado del reticulo endoplasmico 
liso de una de las dos celulas. A1 igual que las uniones comuni- 
cantes entre las celulas animales, los plasmodesmas sirven como 
sitios de comunicacion intercelular, ya que algunas sustancias 
pasan por el anillo que rodea al desmotubulo. 

Durante muchos anos se penso que los plasmodesmas 
eran impermeables a las moleculas que median mas de 1 kDa 
(1 000 daltones). Esta conclusion se basa en estudios en los 
que se inyectaron diferentes pigmentos en las celulas. Estudios 
mas recientes sugieren que los plasmodesmas permiten el paso 
de moleculas mucho mas grandes (hasta de 50 kDa) entre las 
celulas. A diferencia de las uniones comunicantes, cuyas tuberias 
tienen una abertura fija, el poro de los plasmodesmas es capaz 
de dilatarse. El primer esbozo de esta propiedad dinamica se 
obtuvo de estudios en la decada de 1980 con virus vegetales que 
se diseminan de una celula a otra a traves de los plasmodesmas. 
Se observo que los virus codificaban xm&proteina de movimiento 
que interactua con la pared de los plasmodesmas y aumentaba 
el diametro del poro. Los estudios posteriores revelaron que las 
celulas vegetales producen sus propias proteinas de movimiento 
que median el transporte de proteinas y moleculas de RNA de 
una celula a otra. Algunas de estas macromoleculas van a dar 
al sistema vascular de la planta, donde integran actividades a 
nivel de todo el individuo, como la production de nuevas hojas y 
flores o la defensa contra patogenos. En la figura 7-35 c se docu- 
menta el movimiento de una proteina (marcada con fluorescen- 
cia verde) desde un tipo de tejido vegetal (el estele), donde se le 
sintetizo, hasta un tejido adyacente (la endodermis). Se obser- 
va que la proteina se concentra en los nucleos esfericos de las 
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FIGURA 7-34 Nanotubulos de tunelizacion. Micrograffas electronicas de 
barrido que muestran dos celulas neuroendocrinas en cultivo conectadas 
entre si por una delgada prolongacion tubular capaz de transportar mate- 
riales entre el citoplasma de las celulas vecinas. Estas prolongaciones, que 
apenas miden unos 100 nm de diametro, son sostenidas por un “esqueleto” 
interno de actina. El recuadro muestra varias vesiculas con tincion fluores- 
cente captadas en el acto de desplazarse entre las dos celulas. (Reimpresa 
CON PERMISO DE AmIN RuSTOM, ET AL., CORTESIA DE HaNS-HeRMANN 

Gerdes, Science 303:1007,2004; copyright 2004, American Associa¬ 
tion for the Advancement of Science.) 


celulas endodermicas, donde actua estimulando la transcription 
genica. 


REVISION 


1. Compare la disposition de las proteinas integrales de 
membrana en una zona de oclusion con la de una union 
comunicante. 

2. ^En que son similares los plasmodesmas y las uniones 
comunicantes?, ^en que son distintos?, ^esperaria que 
una proteina de tamano moderado pasara por un plas¬ 
modesma? 


7.6 PAREDES CELULARES _ 

Como puede esperarse que una membrana plasmatica 
de lipidos y proteinas de unos 10 nm de grosor ofrezca solo 
una protection minima al contenido celular, no es sorprenden- 
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(a) 50 nm 

FIGURA 7-35 Plasmodesmas. a) Micrograffa electronica de un corte a traves 
de un plasmodesma de un gametofito de helecho. Se ve que el desmotubulo 
consiste en una membrana que se continua con el reticulo endoplasmico 
(ER) del citoplasma a ambos lados de la membrana plasmatica. b ) Esquema 
de un plasmodesma. Las flechas negras indican las vias que toman las mole- 
culas a su paso por el anillo de una celula a otra. c) Ejemplo del movimiento 
de una proteina desde una celula hasta otra dentro de una raiz vegetal. El 
recuadro muestra la localization de las moleculas de RNA mensajero mar- 
cadas con fluorescencia (verde) que codifican una proteina llamada Shr. El 
mRNA se localiza dentro de las celulas del estele (Ste), que por tanto es el 
tejido en que esta proteina se sintetiza. La foto mayor muestra la localiza¬ 
cion de la proteina Shr marcada con fluorescencia (tambien verde), que se 
halla tanto dentro de las celulas del estele en que se sintetiza como en las 
celulas endodermicas adyacentes (End) a las que ha llegado por medio de 
los plasmodesmos conectores. La proteina transportada se localiza dentro 
de los nucleos de las celulas endodermicas en que actua como un factor de 
transcription. Barras: 50 pm y 25 pm (recuadro). ( A , tomada de Lewis G. 
Tilney,Todd J. Cooke, Patricia S. Connelly y Mary S.Tilney,J Cell 
Biol 112:740,1991; con autorizacion del titular del copyright, la 
Rockefeller University Press; C, reimpresa de Keiji Nakajima, et 
al., cortesia de Philip N. Benfey, Nature 413:308, 2001; copyright 
2001 Macmillan Magazines Ltd.) 


te que las celulas “desnudas” sean estructuras muy fragiles. Las 
celulas de casi todos los organismos distintos de los animales 
estan encerradas en una envoltura protectora. Los protozoarios 
tienen una cubierta externa gruesa, mientras que las bacterias, 
hongos y plantas poseen paredes celulares distintivas. La des¬ 
cription siguiente se limita a las paredes celulares de las plantas, 
que fueron las primeras estructuras celulares en observarse con 
un microscopio optico (pag. 2). 

Las paredes celulares vegetales tienen muchas funciones 
vitales. Como se explica en la pagina 150, las celulas vegetales 
desarrollan presion de turgencia que empuja contra la pared cir- 
cundante. Como resultado,la pared da a la celula su forma polie- 
drica caracteristica (fig. 7-36 a). De hecho, un arbol sin paredes 
celulares podria compararse en todos los sentidos con una perso¬ 
na sin huesos. Las paredes celulares tambien protegen a la celula 
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contra el dano por abrasion mecanica y por patogenos, ademas 
de mediar las interacciones entre las celulas. Como la ECM en 
la superficie de una celula animal, la pared de una celula vegetal 
tambien puede ser una fuente de senales que modifican las acti- 
vidades de las celulas con las que entra en contacto. 

Muchas veces, las paredes celulares vegetales se compa- 
ran con materiales fabricados, como el concreto reforzado o la 
fibra de vidrio porque tienen elementos fibrosos incluidos en 
una matriz no fibrosa similar a una gelatina. La celulosa, cuya 
estructura se describio en la pagina 45, representa el componen- 
te fibroso de la pared celular y las proteinas y la pectina (descrita 
mas adelante) forman la matriz. Las moleculas de celulosa se 
organizan en microfibrillas (fig. 7-36 b, c) que confieren rigidez 
a la pared celular y brindan resistencia a las fuerzas de tension 
(traction). Cada microfibrilla mide unos 5 nm de diametro y 
casi siempre se compone de 36 moleculas de celulosa orientadas 
en forma paralela entre si y unidas mediante enlaces hidrogeno. 
Las paredes de muchas celulas vegetales se forman con capas 
en las que las microfibrillas de una capa se orientan a 90° de las 
fibras de capas adyacentes (fig. 7-3 6b). 
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FIGURA 7-36 La pared celular vegetal, a) Micrografia electronica de una 
celula vegetal rodeada por su pared celular. La lamina media es una capa que 
contiene pectina, situada entre las paredes celulares adyacentes. b) Micro¬ 
grafia electronica que muestra las microfibrillas de celulosa y enlaces cruza¬ 
dos de hemicelulosa de una pared celular de cebolla despues de la extraction 
de los polimeros no fibrosos de pectina. c ) Esquema de una pared celular 
vegetal generalizada. ( A , cortesia de W. Gordon Whaley; B , tomada de 
M. C. McCann, B. Wells y K. Roberts, J Cell Sci 96:329, 1990. Con 

AUTORIZACION DE The COMPANY OF BIOLOGISTS Ltd.) 



Las moleculas de celulosa se polimerizan en la superfi- 
cie celular. Las subunidades de glucosa se agregan al final de 
una molecula de celulosa en crecimiento mediante action de una 
enzima de multiples subunidades llamada sintetasa de celulosa. 
Las subunidades de la enzima estan organizadas en un anillo 
de seis elementos, o roseta, que esta incmstada en la membrana 
plasmatica (fig. 7-3 la, b). En cambio, los materiales de la matriz 
se sintetizan dentro del citoplasma (fig. 7-3 7c) y se trasladan a la 
superficie celular en vesiculas secretoras. La matriz es altamente 
compleja, y se requieren cientos de enzimas para su sintesis y 
degradation. La matriz de la pared celular se compone de tres 
tipos de macromoleculas (fig. 7-36r): 

1. Las hemicelulosas son polisacaridos ramificados cuya 
columna central consiste en un azucar, como la glucosa, y 
cadenas laterales de otros azucares, como la xilosa. Las mole¬ 
culas de hemicelulosa se unen a las superficies de las micro¬ 
fibrillas de celulosa y se entreveran para formar una compleja 
red estructural. 


2. Las pectinas son un grupo heterogeneo de polisacaridos 
con cargas negativas que contienen acido galacturonico. 
Como los glucosaminoglucanos de las matrices celulares 
animales, las pectinas sostienen el agua y de esta manera 
forman una gelatina muy hidratada que llena los espacios 
entre los elementos fibrosos. Cuando una planta sufre el 
ataque de patogenos, los fragmentos de las pectinas libera- 
das de la pared desencadenan una reaction defensiva en la 
celula vegetal. La pectina purificada se usa en el mercado 
para suministrar consistencia gelatinosa a jaleas y merme- 
ladas. 

3. Las proteinas, cuyas funciones aun no se comprenden bien, 
son las mediadoras de las actividades dinamicas. Una clase, 
las expansinas, facilitan el crecimiento celular. Estas protei- 
nas inducen la relajacion localizada de la pared celular, lo que 
hace posible que la celula se alargue en ese sitio como res- 
puesta a la presion de turgencia generada dentro de la celula. 
Las cinasas de proteinas relacionadas con la pared celular 
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cruzan la membrana plasmatica y se cree que transmiten 
senales de la pared celular al citoplasma. 

Los porcentajes de estos materiales diversos en las paredes celu- 
lares son muy variables, dependen del tipo de planta, celula y 
etapa de la pared. Al igual que la matriz extracelular de los teji- 
dos conjuntivos animates, las paredes de las celulas vegetales son 
estructuras dinamicas que pueden modificarse como respuesta a 
las condiciones cambiantes del ambiente. 

Las paredes celulares surgen como una placa celular delga- 
da (descrita en la figura 14-38) que se forma entre las membra- 
nas plasmaticas de las celulas hijas recien formadas despues de la 
division celular. La pared celular madura con la incorporation de 
materiales adicionales que se ensamblan dentro de la celula y se 
secretan hacia el espacio extracelular. Ademas de proporcionar 
soporte mecanico y protection contra los agentes extranos, la 
pared celular de una celula vegetal joven e indiferenciada debe 
ser capaz de crecer al ritmo del enorme crecimiento de la celula a 
la que rodea. Las paredes de las celulas en crecimiento se llaman 
paredes primarias y tienen la capacidad de extenderse, caracte- 


ristica que no poseen las paredes secundarias mas gruesas, que 
rodean a muchas celulas vegetales maduras. La transformation 
de pared celular primaria a secundaria ocurre cuando aumenta 
el contenido de celulosa de la pared y, en la mayoria de los casos, 
tambien se incorpora un polimero con fenol llamado lignina. 
Esta ultima suministra soporte estructural y es el principal com- 
ponente de la madera. La lignina de las paredes de las celulas 
que conducen agua al xilema confiere el soporte necesario para 
desplazar agua por la planta. 


REVISION 


1. Describa los componentes que integran a las celulas 
vegetales y la funcion de cada uno en la estructura de la 
pared. 

2. Diferencie entre la celulosa y la semicelulosa; una mole- 
cula de celulosa y una microfibrilla, una pared celular 
primaria y una pared celular secundaria. 




(b) 


(a) 0.1 jim 

FIGURA 7-37 Sintesis de las macromoleculas de la pared celular vegetal, a) 

Replica por congelamiento y fractura de la membrana de una celula de alga. 
Se cree que las rosetas representan la enzima productora de celulosa (sinte- 
tasa de celulosa) situada dentro de la membrana plasmatica. b) Un modelo 
de deposito de fibrillas de celulosa. Se presupone que cada roseta forma una 
sola microfibrilla que se relaciona a los lados con las microfibrillas de otras 
rosetas para formar una fibra mas grande. Todo el conjunto de rosetas podria 
mover se en sentido lateral dentro de la membrana conforme lo empujan las 
moleculas de celulosa que se alargan. Los estudios sugieren que la direccion 
del movimiento de las rosetas de la membrana depende de los microtubulos 
orientados que hay en el citoplasma cortical por debajo de la membrana 
plasmatica (descrito en el cap. 9). c ) Micrografia electronica del aparato de 
Golgi de una celula de la tapa radicular periferica tenida con anticuerpos 
contra un polimero de acido galacturonico, uno de los componentes princi¬ 
pals de la pectina. Como la hemicelulosa, este material se ensambla en el 
aparato de Golgi. Los anticuerpos se unieron con particulas de oro para 
hacerlos visibles como granulos oscuros. La barra representa 0.25 pm. ( A , 
tomada de T. H. Giddings Jr., D. L. Brower y L. A. Staehelin, J Cell 
Biol 84:332,1980; C, tomada de Margaret Lynch y L. A. Staehelin, 
J Cell Biol 118:477, 1992.Todas con autorizacion de los derechos 
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SINOPSIS 


El espacio extracelular se extiende desde la superficie externa de la 
membrana plasmatica y contiene diversos materiales secretados que 
influyen en el comportamiento celular. Los tejidos epiteliales des- 
cansan sobre una membrana basal, la cual consiste en una red delgada 
de materiales extracelulares entretejidos. Varios tipos de tejido conjun- 
tivo, incluidos los tendones, cartilago y el estroma corneal, contienen 
una matriz extracelular expansiva que confiere sus propiedades caracte- 
risticas al tejido (pag. 240). 

Los principales componentes de las matrices extracelulares incluyen 
colagenas, proteoglucanos y diversas proteinas, como la fibronectina 
ylaminina. Cada una de las proteinas de la ECM tiene una construc¬ 
tion modular que se forma con dominios que contienen sitios de union 
para los demas y para receptores en la superficie celular. Como resul- 
tado, estos diversos materiales extracelulares interactuan para formar 
una red entrelazada que se une con la superficie celular. Las colagenas 
son proteinas fibrosas muy abundantes que dan a la matriz extracelular 
la capacidad para resistir las fuerzas de traction. Los proteoglucanos 
consisten en proteinas y glucosaminoglucanos y sirven como material 
de empaque amorfo que llena el espacio extracelular (pag. 242). 

Las integrinas son receptores en la superficie celular que median las 
interacciones entre las celulas y el sustrato. Las integrinas son pro¬ 
teinas heterodimericas integrales de la membrana cuyos dominios cito- 
plasmicos interactuan con los componentes del citoesqueleto y cuyos 
dominios extracelulares poseen sitios de union para varios materiales 
extracelulares. Los cambios internos dentro de una celula envian sena- 
les “de adentro-afuera” que inician la actividad de las integrinas para 
union con su ligando. Esta activation se acompana de un cambio dras- 
tico de la estructura de la integrina, de una conformation flexionada 
a una vertical. Por el contrario, la union de un ligando extracelular con 
una integrina puede enviar senales de “afuera-adentro” que inician cam¬ 
bios en las actividades celulares (pag. 248). 

Las celulas se unen con su sustrato por medio de especializa- 
ciones en la superficie celular como las adhesiones focales y los 
hemidesmosomas. Las adhesiones focales son sitios de union donde 
la membrana plasmatica contiene cumulos de integrinas unidas con 
microfilamentos del citoesqueleto que contienen actina. Los hemides¬ 
mosomas son sitios de union en los que la membrana plasmatica posee 
cumulos de integrinas que se conectan con la membrana basal en su 
superficie externa, y en forma indirecta se unen con los filamentos inter¬ 
mediaries con queratina de la superficie interna. Ambos tipos de adhe¬ 
siones tambien son sitios de posible serialization celular (pag. 252). 

La adhesion de las celulas entre si esta mediada por varias familias 
distintas de proteinas integrales de membrana, incluidas selectinas, 
integrinas, caderinas y miembros de la superfamilia de las inmuno- 
globulinas (IgSF). Las selectinas se unen con conjuntos especificos de 
grupos carbohidrato que sobresalen de las superficies de otras celulas y 
median las interacciones transitorias dependientes de calcio entre los 
leucocitos circulantes y las paredes de los vasos sanguineos en sitios 
de inflamacion y coagulation. Las moleculas de adhesion celular de la 
IgSF median la adhesion intercelular independiente del calcio. Una 
proteina de la IgSF en una celula puede interactuar con una integrina 
o con la misma proteina o una distinta de la IgSF que se proyecta de 

PRE6UNTAS ANAUTICAS 

1. Muchas veces la adhesion celular puede bloquearse in vitro si se 
tratan las celulas con agentes especificos. <;Cuales de las siguientes 
sustancias se esperaria que interfirieran con las adhesiones celula¬ 
res que median las selectinas y las moleculas LI? Las sustancias 


otra celula. Las caderinas median la adhesion intercelular dependiente 
de calcio mediante la union con la misma especie de caderina en la 
celula opuesta, lo que facilita la formacion de tejidos formados por tipos 
similares de celulas (pag. 254). 

Las adhesiones fuertes entre las celulas se facilitan por la formacion 
de uniones adherentes especializadas y desmosomas. Las uniones 
adherentes rodean a una celula cerca de su superficie apical, lo que per- 
mite el contacto entre la celula y todas sus vecinas. Las membranas 
plasmaticas de las uniones adherentes contienen conjuntos de caderinas 
que se unen mediante proteinas intermediarias con los filamentos de 
actina del citoesqueleto. Los desmosomas son parches que se forman 
entre las celulas y se caracterizan por placas citoplasmicas densas en 
las superficies internas de las membranas. Los desmosomas son sitios 
con concentration de caderinas, las cuales se unen mediante proteinas 
intermediarias con los filamentos intermediarios que forman curvas por 
las placas citoplasmicas (pag. 260). 

Las zonas de oclusion son sitios especializados de contacto que blo- 
quean la difusion de solutos entre las celulas en un epitelio. Un corte 
transversal a traves de una zona de oclusion muestra que las superficies 
externas de las celulas adyacentes entran en contacto directo en puntos 
intermitentes. El examen de las membranas con la tecnica de congela- 
miento y fractura muestra que los sitios contienen hileras de particulas 
alineadas que forman cadenas dentro de las membranas plasmaticas de 
celulas adyacentes (pag. 264). 

Las uniones de comunicantes y los plasmodesmas son sitios espe¬ 
cializados de comunicacion entre celulas adyacentes en animales y 
plantas, respectivamente. Las membranas plasmaticas de una union 
comunicante contienen canales formados por un conjunto hexagonal 
de subunidades de conexina que constituyen un conexon. Estos canales 
conectan el citoplasma de una celula con el de la celula adyacente. El 
canal central de un conexon posibilita la difusion directa de sustancias 
de hasta 1 000 Da entre las celulas. El paso de corrientes ionicas por 
las uniones comunicantes tiene un papel central en muchos procesos 
fisiologicos, incluida la extension de la excitation en el tejido muscular 
cardiaco. Los plasmodesmas son canales citoplasmicos cilindricos que 
se extienden entre celulas vegetales adyacentes directamente a traves 
de la pared celular intermedia. En condiciones normales, estos canales 
permiten el paso libre de moleculas de soluto de unos 1 000 Da, pero 
pueden dilatarse por efecto de proteinas especificas para permitir el 
paso de macro moleculas (pag. 266). 

Las celulas vegetales estan rodeadas por una pared celular compleja 
formada por diversos materiales secretados que suministran soporte 
mecanico y protegen a la celula de infiuencias daninas. Las micro- 
fibrillas de celulosa, compuestas por haces de moleculas de celulosa 
secretadas por enzimas que estan dentro de la membrana plasmatica, 
proporcionan rigidez y fuerza tensil. Las moleculas de hemicelulosa 
forman enlaces cruzados con las fibras de celulosa, en tanto las pectinas 
un gel con muchos enlaces cruzados que rellena los espacios entre los 
elementos fibrosos de la pared celular. Al igual que las matrices extra¬ 
celulares de las celulas animales, las paredes de las celulas vegetales son 
estructuras dinamicas que pueden modificarse como respuesta a las 
condiciones cambiantes del ambiente (pag. 268). 


son tripsina, que digiere proteinas; un peptido que contiene RGD; 
neuraminidasa, que elimina el acido sialico de un oligosacarido; 
colagenasa, que digiere colagena; hialuronidasa, que digiere el aci¬ 
do hialuronico; EGTA, que se une con los iones Ca 2+ del medio. 
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2. <:Que sustancia agregaria a un platillo de cultivo para bloquear la 
migration de las celulas de la cresta neural?, <;cual para el bloqueo 
de la adhesion de fibroblastos al sustrato? 

3. Los ratones que carecen de un gen para la fibronectina no sobre- 
viven despues de la etapa embrionaria temprana. Mencione dos 
procesos que podrian estar afectados en estos embriones. 

4. Asumase que encuentra que la molecula A, que tiene una masa 
molecular de 1 500 Da, pudo penetrar los canales de una union 
comunicante, pero la molecula B, cuya masa molecular es de solo 
1 200 Da, no pudo difundirse entre las mismas celulas. <;Cual es 
la diferencia que podrian tener estas moleculas que explique tales 
resultados? 

5. ,:Que similitudes hay en la construction de las matrices extracelu- 
lares de los animales y las paredes celulares de las plantas? 

6. Se ha observado que dos enfermedades autoinmunitarias diferen- 
tes se manifiestan por la formation de vesiculas en la piel; en una 
se producen anticuerpos contra un componente de los hemides- 
mosomas y en la otra se producen anticuerpos contra un compo¬ 
nente de los desmosomas. <:Por que cree que estos dos trastornos 
tengan sintomas similares? 

7. <:Cual de las diversas moleculas que median la adhesion celular 
tiene mas probabilidad de ser la causa del tipo de selection demos- 
trada por las celulas de la figura 7-20?, ,;por que?, <:c6mo probaria 
su conclusion? 


8. La hormona foliculoestimulante (FSH) es una hormona hipofisa- 
ria que actua sobre las celulas foliculares del ovario para iniciar la 
sintesis de AMP ticlico, el cual estimula varios cambios metabo- 
licos. En condiciones normales, la FSH no tiene efecto sobre las 
celulas de musculo cardiaco. Sin embargo, cuando las celulas foli¬ 
culares ovaricas y las celulas miocardicas crecen juntas en un cul¬ 
tivo mixto, se observa que varias celulas miocardicas se contraen 
despues de la adicion de FSH al medio. <;C6mo podria explicarse 
esta observation? 

9. <:Por que cree que las celulas animales son capaces de sobrevivir sin 
los tipos de paredes celulares que se encuentran en casi cualquier 
otro grupo de organismos? 

10. <;Por que se esperaria que el descenso de la temperatura del medio 
en el cual crecen las celulas afectara su capacidad para formar 
uniones comunicantes entre si? 

11. Ciertas uniones celulares se forman como cinturones, mientras 
que otras crean parches discretos. <;C6mo se relacionan estos dos 
tipos de disposiciones estructurales con las funciones de las unio¬ 
nes respectivas? 

12. Proponga algun mecanismo que explique por que el virus del 
mosaico del tabaco pudo alterar la permeabilidad de un plasmo- 
desma. <;C6mo podria probar su propuesta? 

13. Un tipo de celula de vertebrado que al parecer carece de integrinas 
es el eritrocito (globulo rojo). <:Es de sorprender esto?, <;por que? 
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B ajo el microscopio optico, el citoplasma de las celulas vivas se observa como una 
estructura relativamente vacia. Sin embargo, incluso antes del inicio del siglo 
xx, el examen de cortes tenidos de tejidos animales sugirio la existencia de una 
extensa red de membranas dentro del citoplasma. No obstante, fue hasta el desarrollo 
del microscopio electronico en el decenio de 1940 cuando los biologos empezaron a 
identificar la diversa disposition de las estructuras limitadas por membranas presentes en 
el citoplasma de la mayoria de las celulas eucariotas. Estos primeros microscopistas elec- 
tronicos vieron vesiculas limitadas por membranas de diametros variables que contenian 
material con diferente densidad electronica, canales largos delimitados por membranas 
que se irradiaban por el citoplasma para formar una red interconectada de canales y sacos 
aplanados delimitados por membranas llamadas cisternas. 

A partir de estos primeros estudios con el microscopio electronico y las investigacio- 
nes bioquimicas que siguieron se hizo evidente que las celulas eucariotas se subdividian 
en diferentes compartimientos delimitados por barreras de membrana. A medida que se 
examinaron mas tipos de celulas, resulto aparente que estos compartimientos membra- 
nosos en el citoplasma formaban organelos que podian identificarse en diversas celulas, 


Micrografta electronica de barrido con color artificial de un neutrofilo humane, un tipo de leucocito , que ingiere 
varias bacterias por elproceso de fagocitosis. Los neutrofilos son componentes esenciales de la inmunorreaccion 
innata contra lospatogenos. (Tomada de Scott D. Kobayashi, et al., portada de PNAS, vol. 100, 
num. 19,2003, cortesi'a de Frank R. DeLeo.) 












8.1 REVISION DEL SISTEMA ENDOMEMBRANOSO 275 


desde levaduras hasta plantas y animales. La extension en la que 
el citoplasma de una celula eucariota esta ocupado por estruc- 
turas membranosas se ilustra en la micrografia electronica de 
una celula radicular del maiz en la figura 8-1. Como se advierte 
en las paginas siguientes, cada uno de estos organelos contie- 
ne un complemento particular de proteinas y esta especializado 
en actividades especificas. Por lo tanto, tal y como una casa o 
un restaurante se dividen en estancias especializadas en las que 
pueden realizarse diferentes actividades independientes unas de 
otras, el citoplasma de una celula se divide en compartimientos 
membranosos especializados por razones analogas. A1 examinar 
las micrografias de este capitulo hay que tener presente que estos 
organelos citoplasmicos pueden parecer estructuras estables, 
como las habitaciones de una casa o restaurante, pero de hecho 
son compartimientos dinamicos con un flujo continuo. 

En este capitulo se examinan la estructura y fiinciones del 
reticulo endoplasmico, el aparato de Golgi, endosomas, lisoso- 
mas y vacuolas. Considerados en conjunto, estos organelos for- 
man un sistema de endomembrana en el que los componentes 
individuales funcionan como parte de una unidad coordinada. 
(Mitocondrias y cloroplastos no son parte de este sistema inter- 
conectado y fueron los temas de los capitulos 5 y 6. En la actua- 
lidad existen indicios de que los peroxisomas, que se expusieron 
en el capitulo 6, tienen un origen doble. Como lo indican las 
micrografias que abren este capitulo, es probable que los ele- 
mentos basicos de la membrana limitante surjan del reticulo 
endoplasmico, pero la mayor parte de las proteinas de mem¬ 
brana y las proteinas internas solubles son tomadas del citosol, 
como se describe en la section 8.9.) • 
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FIGURA 8-1 Compartimientos del citoplasma unidos a la membrana. El 

citoplasma de esta celula de la tapa radicular de una planta de maiz contiene 
un conjunto de organelos unidos a la membrana cuya estructura y funcion 
se examinan en este capitulo. Como resulta evidente en esta micrografia, 
la superficie combinada de las membranas citoplasmicas es muchas veces 
mayor que la membrana plasmatica circundante. (Cortesia de Hilton 
H. Mollenhauer.) 


8.1 REVISION DEL SISTEMA _ 

ENDOMEMBRANOSO 

Los organelos del sistema de endomembrana son parte 
de una red dinamica integrada en la que los materiales se envian 
y regresan de una parte de la celula a otra. Casi en su totalidad, 
los materiales se trasladan entre los organelos, por ejemplo del 
aparato de Golgi a la membrana plasmatica, en pequenas vesi- 
culas de transporte limitadas por membrana que se desprenden 
de un compartimiento donante de membrana (fig. 8-2 a)} Las 
vesiculas de transporte se mueven por el citoplasma en forma 
dirigida, a menudo tiradas por proteinas motoras que operan 
sobre rieles formados por microtubulos y microfilamentos del 
citoesqueleto (vease fig. 9-1 a). Cuando began a su destino, las 
vesiculas se fusionan con la membrana del compartimiento 
receptor, el cual recibe el cargamento soluble de la vesicula asi 
como su envoltura membranosa (fig. 8-2 a). Los ciclos repetidos 
de desprendimiento y fusion trasladan diversos materiales por 
los numerosos trayectos que cruzan la celula. 

Ya se han identificado distintas vias a traves del citoplas- 
ma y se ilustran en la revision que se muestra en la figura 8-27. 
Se puede distinguir una via biosintetica en la que se sintetizan 
proteinas en el reticulo endoplasmico, se modifican a su paso 
por el aparato de Golgi y se transportan del aparato de Golgi 
a varios destinos, como ia membrana plasmatica, un lisosoma 
o una gran vacuola en una celula vegetal. Esta ruta tambien se 
conoce como la via secretora, ya que muchas de las proteinas 
sintetizadas en el reticulo endoplasmico (asi como los polisaca- 
ridos complejos producidos en el aparato de Golgi, pagina 296) 
se descargan (secretan) de la celula. Las actividades secretoras 
de las celulas pueden dividirse en dos tipos: constitutivas y regu- 
ladas (fig. 8-27). Durante la secretion constitutiva, los mate¬ 
riales se transportan en vesiculas secretoras de los sitios donde 
se producen para descargarse en el espacio extracelular en forma 
continua. La mayor parte de las celulas lleva a cabo secretion 
constitutiva, un proceso que contribuye no solo a la formation 
de la matriz extracelular (section 7.1), sino tambien a la forma¬ 
tion de la membrana plasmatica misma. Durante la secretion 
regulada, los materiales se almacenan en paquetes delimitados 
por membrana y se descargan solo como respuesta a un estimu- 
lo apropiado. La secretion regulada ocurre, por ejemplo, en las 
celulas endocrinas que liberan hormonas, en las celulas de los 
acinos pancreaticos que liberan enzimas digestivas y en las celu¬ 
las nerviosas que liberan neurotransmisores. En algunas de estas 
celulas, los materiales que se secretan se almacenan en grandes 
granulos secretores densos y delimitados por membrana (vease 
fig. 8-3). 

Proteinas, lipidos y polisacaridos complejos se transpor¬ 
tan por la celula mediante la via biosintetica o secretora. Esta 
primera parte del capitulo se enfoca en la sintesis y transpor¬ 
te de proteinas, como se resume en la figura 8-27. Durante la 


1 El termino “vesicula” se refiere a un portador de forma esferica. El cargamento 
tambien puede trasladarse en portadores irregulares o tubulares limitados por mem¬ 
brana. Por razones de sencillez, en general se hara referencia a los portadores como 
“vesiculas”, aunque hay que tener en mente que no siempre son esfericos. 
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FIGURA 8-2 Revision de las vias biosintetica/secretora y endocitica 
que unen las endomembranas en una red dinamica interconectada. 

a) Esquema que ilustra el proceso de transporte en vesicula por el cual se 
trasladan los materiales de un compartimiento donante a uno receptor. Las 
vesiculas se forman mediante gemacion de la membrana y durante el pro¬ 
ceso las proteinas de la membrana donante se incorporan en la membrana 
de la vesicula y las proteinas solubles del compartimiento donante se unen 
con receptores especificos. Cuando la vesicula de transporte se fiisiona lue- 
go con otra membrana, las proteinas de la vesicula se vuelven parte de la 
membrana receptora y las proteinas solubles quedan secuestradas en la luz 
del compartimiento receptor, b ) Los materiales siguen la via biosintetica (o 
secretora) del reticulo endoplasmico, a traves del aparato de Golgi y llegan 
a varios sitios, como los lisosomas, endosomas, vesiculas secretoras, granulos 
secretores, vacuolas y la membrana plasmatica. Los materiales siguen la via 
endocitica de la superficie celular hacia el interior mediante endosomas y 
lisosomas, donde casi siempre se degradan por action de las enzimas liso¬ 
somicas. 


explication se consideran varias clases diferentes de proteinas. 
Estas incluyen proteinas solubles que se expulsan de la celula, 
proteinas integrates de varias membranas mostradas en la figura 
8-2 b y proteinas solubles que residen dentro de varios compar- 
timientos limitados por endomembranas (p. ej., enzimas lisoso- 
micas). Mientras que los materiales salen de la celula por la via 
secretora, la via endocitica opera en sentido contrario. A traves 
de la via endocitica, los materiales se mueven de la superficie 
externa de la celula a los compartimientos, como los endosomas 
y lisosomas, que se localizan dentro del citoplasma (fig. 8-2 b). 

El movimiento de las vesiculas y su contenido en las diver- 
sas vias de una celula es analogo al movimiento de camiones que 
llevan distintos tipos de cargamento por las autopistas de una 
ciudad. Ambos tipos de transporte requieren patrones de trdn- 
sito definidos para asegurar que los materiales se entreguen de 
manera precisa en los sitios adecuados. Por ejemplo, el transito 
de proteinas dentro de la celula de una glandula salival requiere 
que las proteinas del moco salival, que se sintetizan en el reticu¬ 
lo endoplasmico, se dirijan de manera especifica a los granulos 
secretores, mientras que las enzimas lisosomicas, que tambien se 
producen en el reticulo endoplasmico, se dirigen a un lisosoma. 
Asimismo los diferentes organelos contienen proteinas inte¬ 
grates de distintas membranas. Por consiguiente, las proteinas 
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de membrana tambien deben dirigirse a organelos particulares, 
como un lisosoma o cisterna de Golgi. Estos tipos de carga¬ 
mento (proteinas secretadas, enzimas lisosomicas y proteinas 
de membrana) se dirigen a sus destinos celulares apropiados en 
virtud de sus “domicilios” especificos o senales dasificadoras que 
estan codificadas en la secuencia de aminoacidos de las protei¬ 
nas o en los oligosacaridos unidos. En las membranas de las 
vesiculas que se desprenden hay receptores especificos que reco- 
nocen las senales clasificadoras (fig. 8-2 a), lo que asegura que la 
proteina se transporte al destino apropiado. En mayor medida, 
la maquinaria encargada de impulsar este complejo sistema de 
distribution consta de proteinas solubles que son redutadas por 
superficies membranosas especificas, donde realizan sus activi- 
dades designadas. En el transcurso de este capitulo se intenta 
comprender por que una proteina es reclutada por ejemplo por 
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el reticulo endoplasmico mientras que otra podria ser reclutada 
por una region especifica del aparato de Golgi. 

En los ultimos 30 anos se han hecho grandes avances en 
el mapeo de los patrones de transito de las celulas eucariotas, la 
identification de domicilios y receptores especificos que regulan 
el flujo del transito y la diseccion de los mecanismos que asegura 
que los materiales se entreguen en los sitios correctos de la celula. 
Estos temas se tratan con detalle en las paginas siguientes. Las 
proteinas motoras y los elementos del citoesqueleto, que tienen 
papeles clave en los movimientos de las vesiculas de transporte 
y otras endomembranas se describen en el capitulo siguiente. 
El estudio de estas se inicia con la discusion de algunas de las 
formas experimentales mas importantes que condujeron a la 
comprension actual de este tema. 


REVISION 


1. Compare y contraste la via biosintetica con la via endo- 
citica. 

2. ^Como se dirigen las proteinas particulares a los com- 
partimientos subcelulares especificos? 


8.2 ALGUNAS APROXIMACIONES _ 

AL ESTUDIO DE LAS ENDOMEMBRANAS 

Los estudios iniciales con el microscopio electroni- 
co proporcionaron a los biologos un retrato detallado de la 
estructura celular, pero suministraron poca information sobre 
las funciones de los componentes que observaban. Para identi- 
ficar las funciones de los organelos citoplasmicos fue necesario 
el desarrollo de tecnicas nuevas y la ejecucion de experimentos 
innovadores. Los primeros esfuerzos en estas areas se vieron 
recompensados con el premio Nobel en 1974 para tres biolo¬ 
gos celulares: Christian De Duve, de la Universidadde Lovaina 
en Belgica, y Albert Claude y George Palade, de la Rockefeller 
University. Las tecnicas experimentales descritas en las seccio- 
nes siguientes resultaron muy utiles para establecer la base de 
conocimiento sobre la cual se finca la investigation actual de los 
organelos citoplasmicos. 


Informacion obtenida de la autorradiografia 

Entre los cientos de celulas diferentes del cuerpo, las celulas aci- 
nares del pancreas tienen un sistema de endomembrana en par¬ 
ticular extenso. La funcion principal de estas celulas es la sintesis 
y secretion de enzimas digestivas. Despues de la secretion pan- 
creatica, estas enzimas se envian al intestino delgado mediante 
conductos, donde degradan el alimento ingerido. ,;En que sitio 
de las celulas acinares pancreaticas se sintetizan las proteinas 
secretoras y como llegan a la superficie de las celulas de las que 
se expulsan? Estas preguntas son dificiles de responder porque 
todos los pasos del proceso de secretion ocurren al mismo tiem- 
po dentro de la celula. Para seguir los pasos de un solo ciclo de 
principio a fin, es decir, desde la sintesis de la proteina secretora 
a su salida de la celula, James Jamieson y George Palade utiliza- 
ron la tecnica de la autorradiografia. 


Como se describe con detalle en el capitulo 18, la autorra¬ 
diografia es un medio para visualizar los procesos bioquimicos al 
permitir que el investigador determine la localization de mate¬ 
riales con marca radiactiva dentro de una celula. En esta tecnica, 
los cortes histicos con los isotopos radiactivos se cubren con una 
capa delgada de emulsion fotografica, la cual se expone por la 
radiation que emana de los radioisotopos del tejido. Los sitios 
de las celulas que contienen radiactividad se revelan al microsco¬ 
pio por los granos de plata de la emulsion que se aplico encima 
(fig. 8-3). 

Para reconocer los puntos en los que se sintetizan las protei¬ 
nas secretoras, Palade yjamieson incubaron fragmentos de tejido 
pancreatico en una solution que contenia aminoacidos radiac¬ 
tivos durante un periodo corto. Durante este lapso, las celulas 
vivas captaron estos aminoacidos marcados y los incorporaron 
en las enzimas digestivas que se sintetizaban en los ribosomas. 
Los tejidos se fijaron y con la autorradiografia se identified la 
localization de las proteinas que se habian sintetizado durante 
el breve periodo de incubation con aminoacidos marcados. Con 
esta tecnica se descubrio el reticulo endoplasmico como el sitio 
donde se sintetizan las proteinas secretoras (fig. 8-3«). 

Para determinar la via intracelular que siguen las proteinas 
secretoras desde el punto donde se sintetizan hasta el sitio don¬ 
de se descargan, Palade y Jamieson realizaron un experimento 
adicional. Despues de incubar el tejido por un breve periodo con 
aminoacidos radiactivos, lavaron el tejido para retirar el exceso 
de isotopos y transfirieron el tejido a un medio que contenia 
solo aminoacidos no marcados. Un experimento de este tipo 
se llama pulso-persecucion. El pulso se refiere a la incubation 
breve con radiactividad durante la cual los aminoacidos marca¬ 
dos se incorporan en la proteina. persecution se refiere al lapso 
en que el tejido se expone al medio no marcado, un periodo 
durante el cual se sintetizan proteinas adicionales con aminoaci- 
dos sin marca. Cuanto mayor sea el tiempo de persecution, mas 
lejos se desplazan las proteinas radiactivas producidas durante 
el pulso de su sitio de sintesis en la celula. Con esta tecnica es 
posible seguir los movimientos de las moleculas recien sinteti- 
zadas mediante la observation de la onda de material radiactivo 
que se mueve por los organelos citoplasmicos desde un punto 
al siguiente hasta que se completa el proceso. La figura 8-3 b-d 
resume los resultados de estos experimentos, que definieron por 
primera vez la via biosintetica (o secretora) y vincularon varios 
compartimientos membranosos que parecian inconexos en una 
unidad funcional integrada. 


Informacion obtenida a partir 
de la proteina verde fluorescente 

Para los experimentos con autorradiografias descritos en la sec¬ 
tion anterior fue necesario que los investigadores examinaran 
cortes delgados de celulas diferentes que se fijaron en distintos 
momentos despues de introducir una marca radiactiva. En los 
ultimos anos se desarrollo una nueva tecnologia que permite a 
los investigadores seguir con sus propios ojos los movimientos 
de proteinas especificas mientras estos ocurren dentro de una 
sola celula viva. Esta tecnologia emplea un gen aislado de 
una medusa que codifica una pequena proteina, la proteina ver¬ 
de fluorescente (GFP), que emite una luz fluorescente de dicho 
color. Para usar esta tecnica, el DNA (acido desoxirribonucleico) 
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que codifica la GFP se fusiona con el DNA que codifica la pro- 
teina a estudiar y el DNA quimerico resultante (compuesto) se 
introduce en las celulas, las cuales pueden observarse al micros- 
copio. Una vez dentro de una celula, el DNA quimerico expresa 
una proteina quimerica que consiste en GFP fiisionada con el 
final de la proteina a estudiar. En la mayoria de los casos, la pre- 
sencia de la GFP unida con el final de una proteina tiene poco o 
ningun efecto en el movimiento o funcion de esa proteina. 

La figura 8-4 presenta un par de micrografias que muestran 
celulas que contienen proteina fusionada con GFP. En este caso, 



(a) 


las celulas se infectaron con una cepa del virus de la estomatitis 
vesicular (VSV) en la que uno de los genes virales ( VSVG ) se 
fusiono con el gen GFP. Los virus son utiles en estos tipos de 
estudios porque convierten a las celulas infectadas en fabricas 
para producir una o varias proteinas virales, las cuales son trans- 
portadas igual que cualquier otro cargamento de proteina por la 
via biosintetica. Cuando una celula esta infectada con el virus 
VSV, se producen cantidades masivas de la proteina VSVG en 
el reticulo endoplasmico (ER). Despues,las moleculas de VSVG 
viajan por el aparato de Golgi y se transportan a la membrana 
plasmatica de la celula infectada, donde se incorporan en envol- 
turas virales. Como en el experimento con pulso radiactivo y 
persecution, el uso de un virus permite a los investigadores seguir 
una onda relativamente sincronica de movimiento de las protei¬ 
nas, en este caso representada por una oleada de fluorescencia 
verde que se inicia poco despues de la infection. La sincronia 
puede intensificarse, como se hizo en el experimento mostrado 
en la figura 8-4, mediante el uso de un virus con una proteina 
VSVG mutante que no puede salir del reticulo endoplasmico de 
las celulas infectadas que se cultivan a una temperatura elevada 
(p. ej., 40°C). Cuando la temperatura se reduce a 32°C, la pro- 


FIGURA 8-3 Autorradiografia que revela los sitios de sintesis y transporte 
subsiguiente de las proteinas secretoras. a) Micrograffa electronica de un 
corte de una celula acinar pancreatica que se incubo durante tres minutos 
en aminoacidos radiactivos y luego se fijo y preparo de inmediato para la 
autorradiografia (vease seccion 18.4 para obtener una descripcion de la tec- 
nica). Los granos negros de plata que aparecen en la emulsion despues del 
desarrollo se localizan en el reticulo endoplasmico. a~af) Diagramas de una 
secuencia de autorradiografias que muestran el movimiento de las proteinas 
secretoras marcadas (representadas por los granos de plata en rojo) a traves 
de la celula acinar pancreatica. Cuando la celula se marca con tecnica de 
pulso durante tres minutos y luego se fija de inmediato (como se muestra en 
a ), la radiactividad se localiza en el reticulo endoplasmico (b). Despues de 
un pulso de 3 min y persecucion de 17 min, la marca radiactiva se concentra 
en el aparato de Golgi y vesiculas adyacentes (c). Despues de un pulso de 3 
min con persecucion de 117 min, la radiactividad se concentra en los gra- 
nulos secretores y empieza a liberarse a los conductos pancreaticos (d). ( A , 
Cortesia de James D. Jamieson y George Palade.) 
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(c) 

FIGURA 8-4 El uso de proteina verde fluorescente (GFP) revela 
el movimiento de las proteinas dentro de una celula viva, a ) 

Micrografia de fluorescencia de una celula viva de mamifero cultivada que 
se infecto con el virus VSV a 40°C. Esta tincion particular del virus VSV 
contenia un gen VSVG que: a) se fusiono con un gen para la GFP y b ) 
una mutation sensible a la temperatura que impedia que la nueva proteina 
VSVG sintetizada saliera del ER cuando se mantenia a 40°C. La fluores¬ 
cencia verde en esta micrografia se limita al ER. b ) Micrografia de fluores¬ 
cencia de una celula viva infectada que se mantuvo a 40°C para permitir que 


la proteina VSVG se acumulara en el ER y luego se incubo a 32°C durante 
10 min. La proteina VSVG fluorescente se movio a la region que contiene 
el aparato de Golgi, c) Esquema que muestra la retention de la proteina 
VSVG mutante en el ER a 40°C y su movimiento sincronico al aparato de 
Golgi en los primeros 10 minutos de incubation a una temperatura mas 
baja. ( A y B, tomadas de Daniel S. Chao, et al., cortesia de Richard 
H. Scheller. J Cell Biol 144:873, 1999; con autorizacion de los 
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teina fluorescente-VSVG que se habia acumulado en el reticulo 
endoplasmico (fig. 8-4 a, c) se mueve en forma sincronica al apa¬ 
rato de Golgi (fig. 8-4 b, c), donde ocurren varios fenomenos del 
procesamiento,y luego a la membrana plasmatica. Los mutantes 
de este tipo que funcionan de manera normal a una temperatura 
baja (permisiva), pero no a una temperatura elevada (restricti- 
va), se describen como mutantes sensibles a la temperatura. En la 
pagina 323 se muestra un experimento en el que se utilizan dos 
sondas fluorescentes distintas. 

Informacion obtenida delanalisis 
bioqufmico de las fracciones subcelulares 

La microscopia electronica, la autorradiografia y el uso de GFP 
proporcionan informacion sobre la estructura y funcion de los 
organelos celulares, pero no acerca de la composition molecular 
de estas estructuras. Albert Claude y Christian De Duve fueron 


los pioneros en las tecnicas para romper (homogeneizar) las 
celulas y aislar los tipos particulares de organelos en los decenios 
de 1950 y 1960. Cuando una celula se rompe por homogenei- 
zacion, las membranas citoplasmicas se fragmentan y los hordes 
de los fragmentos de la membrana se fusionan para formar vesi- 
culas esfericas menores de 100 nm de diametro. Las vesiculas 
obtenidas de diferentes organelos (nucleo, mitocondria, mem¬ 
brana plasmatica, reticulo endoplasmico, etc.) tienen diferentes 
propiedades, que les permiten separarse entre si. Esta tecnica se 
conoce como ffaccionamiento subcelular. 

Las vesiculas membranosas derivadas del sistema endo- 
membranoso (sobre todo del reticulo endoplasmico y el apa¬ 
rato de Golgi) forman colecciones heterogeneas de vesiculas de 
tamano similar que se conocen como microsomas. La figura 
8-5« muestra una preparation rapida (y esquematica) de la frac¬ 
tion microsomica de una celula. La fraction microsomica puede 
segmentarse aun mas en fracciones de membrana lisa y rugosa 
(fig. 8-5 b, c) mediante tecnicas de gradiente descritas en la sec- 
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cion 18.6. Una vez aisladas, puede identificarse la composicion 
bioquimica de varias fracciones. Por ejemplo, con esta tecnica 
se encontro que las vesiculas derivadas de distintas partes del 
aparato de Golgi contenian enzimas que agregaban diferentes 
azucares al final de una cadena creciente de carbohidrato en una 
glucoproteina o un glucolipido. Se pudo aislar una enzima espe- 
cifica de la fraccion microsomica y luego usarse como antigeno 
para preparar anticuerpos contra esa enzima. Asi, los anticuer- 
pos podian unirse con materiales, como particulas de oro que se 
podian visualizar con el microscopio electronico y asi reconocer 
la ubicacion de la enzima en el compartimiento de membrana. 
Estos estudios detallaron el papel del aparato de Golgi en el 
ensamble secuencial de los carbohidratos complejos. 

En los ultimos anos, la identificacion de las proteinas pre- 
sentes en las fracciones celulares se llevo a un nuevo nivel con 
la aplicacion de la compleja tecnologia proteomica. Una vez que 
se aisla el organelo particular, es posible extraer las proteinas, 
separarlas e identificarlas mediante espectrometria de masas, 
como se describe en la pagina 70. Se pueden reconocer cientos 
de proteinas al mismo tiempo, lo que proporciona un retrato 
molecular completo de cualquier organelo que puede prepararse 
con relativa pureza. En un ejemplo de esta nueva tecnologia se 
encontro que un simple fagosoma (pag. 317) que contiene una 
cuenta de latex ingerida contenia mas de 160 proteinas diferen¬ 
tes, muchas de las cuales nunca se habian identificado o no se 
sabia que participaran en la fagocitosis. 


Information obtenida a partir 
de sistemas libres de celulas 

Tras desarrollar las tecnicas para fraccionar los organelos mem- 
branosos, los investigadores empezaron a explorar las capacida- 
des de estas burdas preparaciones subcelulares. Encontraron que 
las partes aisladas de una celula eran capaces de realizar activi- 
dades notables. Dichos sistemas libres de celulas, llamados asi 
porque no contienen celulas completas, suministraron mucha 
informacion sobre los procesos complejos imposibles de estudiar 
con celulas intactas. Por ejemplo, durante el decenio de 1960, 
George Palade, Philip Siekevitz y sus colegas de la Rockefeller 
University se dedicaron a aprender mas acerca de las propieda- 


FIGURA 8-5 Aislamiento de una fraccion microsomica por centrifugacion 
diferencial. a) Cuando una celula se rompe por homogeneizacion mecani- 
ca (paso 1), los diversos organelos membranosos se fragmentan y forman 
vesiculas membranosas esfericas. Las vesiculas derivadas de los distintos 
organelos pueden separarse mediante varias tecnicas de centrifugacion. En 
el procedimiento mostrado aqui, el homogeneizado de celulas se somete pri- 
mero a centrifugacion de baja velocidad para formar pelotillas con las par¬ 
ticulas mas grandes, como nucleos y mitocondrias, lo que deja las vesiculas 
mas pequenas (microsomas) en el sobrenadante (paso 2). Los microsomas 
pueden retirarse del sobrenadante por centrifugacion a mayor velocidad por 
periodos mas prolongados (paso 3). Una fraccion microsomica general de 
este tipo puede fraccionarse en distintos tipos de vesiculas en pasos subsi- 
guientes. b) Micrografia electronica de una fraccion microsomica lisa en la 
que las vesiculas membranosas carecen de ribosomas. c) Micrografia electro¬ 
nica de una fraccion microsomica rugosa que contiene membranas tachona- 
das con ribosomas. (By C, cortesia de J. A. Higgins y R.J. Barnett.) 


des de la fraccion microsomica rugosa (mostrada en la figura 
8-5c), que se deriva del reticulo endoplasmico rugoso (pag. 284). 
Estos investigadores hallaron que podian liberar una prepara- 
cion microsomica rugosa de sus particulas adheridas y las par¬ 
ticulas aisladas (ribosomas) eran capaces de sintetizar proteinas 



Homogeneizado 
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FIGURA 8-6 Formacion de vesiculas cubiertas en un sistema libre de celu- 
las. Micrografia electronica de una preparation de lisosomas que se incubo 
con los componentes necesarios para promover la gemacion dentro de la 
celula. Las proteinas en el medio se unieron con la superficie de los lipo- 
somas e indujeron la formacion de yemas cubiertas con proteina (flechas). 
(CoRTESIA DE LeLIO OrCI Y RaNDY ScHEKMAN.) 


cuando contaban con los ingredientes necesarios del citosol. En 
estas condiciones, los ribosomas tan solo liberaban las proteinas 
recien sintetizadas al medio acuoso del tubo de ensayo. Cuando 
se realizo el mismo experimento con microsomas rugosos intac- 
tos, las proteinas recien sintetizadas ya no se liberaban al medio 
de incubation, sino que quedaban atrapadas dentro de la luz de 
las vesiculas membranosas. Con base en estos estudios se con- 
cluyo que la membrana microsomica no era necesaria para la 
incorporation de aminoacidos en las proteinas, pero si para 
secuestrar las nuevas proteinas secretoras sintetizadas dentro del 
espacio de las cisternas del reticulo endoplasmico. 

En los ultimos decenios, los investigadores emplearon sis- 
temas libres de celulas para identificar los papeles de muchas 
de las proteinas participantes en el transito de membrana. La 
figura 8-6 muestra un liposoma con vesiculas que se desprenden 
de su superficie (flechas). Como se explica en la pagina 128, los 
liposomas son vesiculas cuya superficie consiste en una bicapa 
artificial que se crea en el laboratorio a partir de fosfolipidos 
purificados. Las yemas y vesiculas que se ven en la figura 8-6 
se produjeron despues de incubar la preparation de liposomas 
con proteinas purificadas que en condiciones normales forman 
cubiertas en la superficie citosolica de las vesiculas de transporte 
dentro de la celula. Sin las proteinas de cubierta adicionales, no 
ocurriria el desprendimiento de vesiculas. Utilizando esta estra- 
tegia, en la que los procesos celulares son reconstituidos in vitro, 
los investigadores pudieron estudiar las proteinas que se unen 
con la membrana para iniciar la formacion de vesiculas, las pro¬ 
teinas encargadas de la selection del cargamento y las proteinas 
que cortan la vesicula de la membrana donante. 


Information obtenida del estudio 
de mutantes geneticos 

Un mutante es un organismo (o celula cultivada) cuyos cro- 
mosomas contienen uno o mas genes que codifican proteinas 
anormales. Cuando una proteina codificada por un gen mutan¬ 
te es incapaz de realizar su funcion normal, la celula que tiene 
la mutation presenta una deficiencia caracteristica. La identi¬ 
fication de la naturaleza precisa de la deficiencia proporciona 
information sobre la funcion de la proteina normal. El estu¬ 
dio de la base genetica de la secretion se ha realizado sobre 
todo en celulas de levadura y la mayor parte del trabajo la han 
realizado Randy Schekman y sus colegas de la University of 
California, en Berkeley. Las levaduras son muy susceptibles a 
los estudios geneticos porque tienen una pequena cantidad de 
genes en comparacion con otros tipos de eucariotas; son orga- 
nismos unicelulares pequenos faciles de cultivar y pueden crecer 
como haploides durante la mayor parte de su ciclo celular. Una 
mutation en un solo gen de una celula haploide tiene un efecto 
observable porque las celulas carecen de una segunda copia del 
gen que enmascararia la presencia de la anormal. 

En las levaduras, como en todas las celulas eucariotas, las vesi¬ 
culas se desprenden del reticulo endoplasmico y viajan al aparato 
de Golgi, donde se fusionan con las cisternas de Golgi (fig. 8 -7a). 
Para identificar los genes cuya proteina codificada participa en 
esta parte de la via secretora (esto es, genes SEC), los investigado¬ 
res buscan celulas mutantes que tienen una distribution anormal 
de membranas citoplasmicas. La figura 8-7 b muestra una micro¬ 
grafia electronica de una celula de levadura nativa. La celula que se 
muestra en la figura 8-7 c tiene una mutation en el gen que codi- 
fica una proteina que participa en la formacion de vesiculas en la 
membrana del reticulo endoplasmico (paso 1, fig. 8-7 a). Cuando 
no forman vesiculas, las celulas mutantes acumulan un reticulo 
endoplasmico extenso. En cambio, la celula mostrada en la figura 
8 -Id posee una mutation en un gen que codifica una proteina par- 
ticipante en la fusion de las vesiculas (paso 2, fig. 8 -7a). Cuando el 
producto de este gen es defectuoso, las celulas mutantes acumulan 
un numero excesivo de vesiculas no fusionadas. Los investigado¬ 
res han aislado docenas de mutantes diferentes, que consideradas 
como grupo presentan interrupciones en todos los pasos de la via 
secretora. Ya se clonaron los genes causantes de estos defectos y se 
identified su secuencia, ademas de aislar las proteinas que codifi¬ 
can. El aislamiento de las proteinas de la levadura initio busquedas 
exitosas de proteinas homologas (es detir, proteinas con secuencia 
relacionada) en sistemas de mamiferos. 

Una de las lecciones mas importantes que se aprendieron 
con el uso de todas estas tecnicas es que las actividades dinamicas 
del sistema de endomembrana estan muy bien conservadas. No 
solo las celulas de levaduras, plantas, insectos y seres humanos 
efectuan procesos similares, sino que los llevan a cabo con pro¬ 
teinas muy parecidas. Es evidente que la diversidad estructural 
de las celulas contradice sus similitudes moleculares subyacen- 
tes. En muchos casos, las proteinas de especies muy distintas son 
intercambiables. Por ejemplo, los sistemas libres de celulas obte- 
nidos de celulas de mamiferos pueden usar proteinas de levadu¬ 
ras para facilitar el transporte de vesiculas. Por el contrario, las 
celulas de levaduras con deficiencias geneticas que interrumpen 
alguna fase de la via biosintetica a menudo pueden “curarse” con 
ingenieria genetica para incorporarles genes de mamiferos. 
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FIGURA 8-7 Uso de mutantes geneticos en el estudio de la secrecion. a) 

Primera rama de la via biosintetica secretora en una levadura en gemacion. 
Los pasos se describen mas adelante. b ) Micrografia electronica de un corte 
a traves de una celula de levadura nativa. c ) Una celula de levadura que 
tiene una mutacion en el gen secl2 , cuyo producto participa en la formacion 
de vesiculas en la membrana del ER (paso 1, a). Debido a que no pueden 
formarse las vesiculas, se acumulan cisternas de ER expandidas en la celula. 
d) Celula de levadura con una mutacion en el gen seel 7, cuyo producto par¬ 
ticipa en la fusion de las vesiculas (paso 2, a). Como no pueden fusionarse 
con las membranas de Golgi, las vesiculas (indicadas por puntas de flecha) 
se acumulan en la celula. (Las mutantes mostradas en c y d son sensibles a la 
temperatura [pag. 279]. Cuando se mantienen a una temperatura mas baja 
[permisiva], son capaces de mantener un crecimiento y division normales.) 
(Tomada de Chris A. Kaiser y Randy Schekman, Cell 61:724,1990. 
Con autorizacion de Cell Press.) 



REVISION 



1. Describa las diferencias entre una autorradiografia de 
una celula pancreatica que se incubo en aminoacidos 
marcados durante tres minutos y se fijo de inmediato y 
la de otra celula que se marco durante tres minutos, se 
persiguio durante 40 minutos y luego se fijo. 

2. <;Que tecnicas o conductas podria usar para averiguar 
que proteinas estan presentes de manera normal en el 
reticulo endoplasmico? 

3. ^De que manera el aislamiento de una levadura mutan- 
te que acumula vesiculas proporciona information sobre 
el proceso de transito de proteinas? 

4. ^Como pueden usarse las GFP para estudiar la dinami- 
ca de la membrana? 


8.3 EL RETICULO ENDOPLASMICO _ 

El reticulo endoplasmico (ER) se divide en dos com- 
partimientos, el reticulo endoplasmico rugoso (RER) y el 
reticulo endoplasmico liso (SER) (fig. 8-8). Ambos tipos de 
reticulo forman un sistema de membranas que rodea un espacio, 
o luz, que esta separado del citosol circundante. Como resulta 
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FIGURA 8-8 El reticulo endoplasmico. Micrografia electronica de parte de 
una celula pancreatica de murcielago que muestra los reticulos endoplasmi- 
cos liso y rugoso. (Keith Porter/Photo Researchers.) 
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FIGURA 8-9 El reticulo endoplasmico rugoso (RER). a ) Esquema que 
muestra las pilas de cisternas aplanadas que conforman el ER rugoso. La 
superficie citosolica de la membrana tiene ribosomas unidos, los cuales dan 
a las cisternas su apariencia rugosa. b ) Micrografia electronica por trans- 
mision de una porcion del ER rugoso de una celula acinar pancreatica. Es 
evidente la division del ER rugoso en un espacio de cisterna (libre de ribo¬ 
somas) y un espacio citosolico. c ) Micrografia electronica de barrido del ER 


rugoso en una celula acinar pancreatica. d ) Visualizacion del ER rugoso en 
una celula cultivada completa como se muestra con tincion inmunofluores- 
cente para la proteina isomerasa de disulfuro (PDI), una proteina residen- 
te del ER. ( B , Cortesia de S. Ito; C, tomada de K. Tanaka, Int Rev 
Cytol 68:101,1980; Z), tomada de Brian Storrie, Rainer Pepperkok 
y Tommy Nilsson, Trends Cell Biol 10:338,2000. © 2000, con auto- 
rizacion de Elsevier Science.) 


evidente en la description siguiente, la composition del espacio 
luminal o cisternas dentro de las membranas del ER es muy 
diferente de la del espacio citosolico circundante. 

Las proteinas y lipidos con marcas fluorescentes pueden 
difundirse de un tipo de reticulo endoplasmico al otro, lo que 
indica que las membranas estan interconectadas. De hecho, 
los dos tipos de compartimientos de dicho reticulo comparten 
muchas de sus proteinas y realizan ciertas actividades comunes, 
como la sintesis de algunos lipidos y colesterol. Sin embargo, al 
mismo tiempo muchas proteinas se encuentran solo en uno u 
otro tipo de reticulo. Como resultado, los dos reticulos endoplas- 
micos tienen diferencias estructurales y funcionales notorias. 

El reticulo endoplasmico rugoso posee ribosomas unidos a 
su superficie citosolica, en tanto que el liso carece de los riboso¬ 
mas. El RER casi siempre se compone de una red de sacos apla- 
nados (cisternas), como se muestra en la figura 8-9. El RER se 


continua con la membrana externa de la envoltura nuclear, que 
tambien tiene ribosomas en su superficie citosolica (fig. 8-2£). 
En cambio, los elementos membranosos del SER casi siempre 
son tubulares (figs. 8-8 y 8-10) y forman un sistema interco- 
nectado de tuberias que se curvan por el citoplasma. Cuando 
las celulas se homogeneizan, el SER se fragmenta en vesiculas 
de superficie lisa, en tanto el RER se fragmenta en vesiculas de 
superficie rugosa (fig. 8 -5b, c). 

Los diferentes tipos de celulas contienen proporciones 
muy distintas de los dos tipos de reticulo endoplasmico, segun 
sean las actividades de la celula. Por ejemplo, las celulas que 
secretan grandes cantidades de proteinas, como las pancrea- 
ticas o las celulas de las glandulas salivales, tienen regiones 
extensas de RER (fig. 8-9^, c). Mas adelante se regresa a la 
funcion del RER, pero primero se describen las actividades del 
reticulo endoplasmico liso. 





284 Capitulo 8 SISTEMAS DE MEMBRANA CITOPLASMICA: ESTRUCTURA, FUNCION Y TRANSITO EN LA MEMBRANA 


El retfculo endoplasmico liso 

El SER esta muy desarrollado en diversos tipos celulares, entre 
ellos los del musculo esqueletico, tubulos renales y glandulas 
endocrinas productoras de esteroides (fig. 8-10). Las funciones 
del SER incluyen: 

• Sintesis de hormonas esteroideas en las celulas endocrinas de 
las gonadas y la corteza suprarrenal. 

• Desintoxicacion en el higado de diversos compuestos organi- 
cos, como barbituricos y etanol, cuyo consumo cronico puede 
conducir a la proliferacion del SER en las celulas hepaticas. 
La desintoxicacion la realiza un sistema de enzimas que trans- 
fieren oxigeno (oxigenasas), incluida la familia del citocromo 
P-450. Estas enzimas son notables por su falta de especificidad 
de sustrato y pueden oxidar miles de compuestos hidrofobos 
distintos y convertirlos en sustancias mas hidrofilicas y mas 
faciles de excretar. Los efectos no siempre son positivos. Por 
ejemplo, el compuesto relativamente inocuo benzo[«]pireno 
que se forma cuando se requema la came en una parrilla se 
convierte en un carcinogeno potente por efecto de las enzimas 
“desintoxicantes” del SER. Las enzimas del citocromo P-450 
metabolizan muchos medicamentos prescritos y la variation 
genetica en estas enzimas en los seres humanos explica las 
diferencias en la efectividad y acciones colaterales de muchos 
farmacos entre unas personas y otras. 

• Secuestro de iones calcio dentro del citoplasma de las celulas 
de los musculos esqueletico y cardiaco. La liberation regula- 
da de Ca 2+ del SER (o reticulo sarcoplasmico en el caso de 
las celulas musculares) inicia la contraction. 

Funciones del retfculo endoplasmico rugoso 

Las investigaciones iniciales sobre las funciones del RER se 
realizaron en celulas que secretan grandes cantidades de protei- 
na, como las celulas acinares del pancreas (fig. 8-3) o las celulas 



FIGURA 8-10 El reticulo endoplasmico liso (SER). Micrograffa electronica 
de una celula de Leydig del testfculo que muestra el ER liso extenso en el 
que se sintetizan las hormonas esteroideas. (Tomada de Don Fawcett/ 
Visuals Unlimited.) 


secretoras de moco del recubrimiento del tubo digestivo (fig. 
8-11). A partir del dibujo y la micrografia de la figura 8-11 
resulta evidente que los organelos de estas celulas epiteliales 
secretoras se disponen de tal forma en la celula que producen 
una polaridad distinta en uno y otro extremos de ella. El nucleo 
y un conjunto grande de cisternas de RER se localizan cerca 
de la superficie basal de la celula, la cual esta proxima al aporte 
sanguineo. El aparato de Golgi se localiza en la region central de 
la celula. La superficie apical de la celula esta junto a un conduc- 
to que transporta las proteinas secretadas fuera del organo. El 
citoplasma del extremo apical de la celula esta lleno de granulos 
secretores cuyo contenido esta listo para liberarse hacia el con- 
ducto en cuanto llega la serial apropiada. La polaridad de estas 
celulas epiteliales glandulares refleja el movimiento de las pro- 
teinas secretoras por la celula, desde el sitio de sintesis hasta el 
punto por donde se descargan. El reticulo endoplasmico rugoso 
es el punto initial de la via biosintetica: es el punto donde se 
sintetizan las proteinas, cadenas de carbohidratos y fosfolipidos 
que viajan por los compartimientos membranosos de la celula. 

Sintesis de proteinas en ribosomas unidos a la mem- 
brana o en ribosomas libres Ya fue descrito (fig. 8-3) el 
descubrimiento del reticulo endoplasmico rugoso como sitio de 
la sintesis de proteinas secretoras en las celulas acinares pan- 
creaticas. Se ohtuvieron resultados similares para otros tipos de 
celulas secretoras, incluidas las celulas caliciformes del intestino 
que secretan mucoproteinas, las celulas endocrinas que produ¬ 
cen hormonas polipeptidicas, las celulas plasmaticas que secre¬ 
tan anticuerpos y las celulas hepaticas que secretan proteinas 
sericas a la sangre. 

Experimentos posteriores han revelado que los polipepti- 
dos se sintetizan en dos puntos distintos dentro de la celula. 

1. Ciertos polipeptidos se sintetizan en los ribosomas unidos 
con la superficie citosolica de las membranas del RER. Estos 
incluyen: a) las proteinas que secreta la celula, b) proteinas 
integrales de la membrana y c) proteinas solubles que se 
encuentran en compartimientos del sistema de endomem- 
brana, como el reticulo endoplasmico, aparato de Golgi, liso- 
somas, endosomas, vesiculas y vacuolas vegetales. 

2. Otros polipeptidos se sintetizan en ribosomas “libres”, es 
decir, los que no estan unidos al RER, y luego se liberan al 
citosol. Esta clase incluye a: a) las proteinas destinadas a per- 
manecer en el citosol (como las enzimas de la glucolisis y 
las proteinas del citoesqueleto), b) proteinas perifericas de la 
superficie interna de la membrana plasmatica (como espec- 
trinas y anquirinas que solo mantienen una relation debil 
con la superficie citosolica de la membrana), c) proteinas 
transportadas al nucleo (section 12.1) y d) proteinas que se 
incorporan en los peroxisomas, cloroplastos y mitocondrias. 
Las proteinas de los dos ultimos grupos se sintetizan hasta 
terminarlas en el citosol y luego se importan despues de la 
traduccion al organelo apropiado a traves de su membrana 
limitante (pag. 318). 

^Que determina el sitio de la celula en el que se sintetiza 
una proteina? A principio del decenio de 1970, Gunter Blobel, 
en colaboracion con David Sabatini y Bernhard Dobberstein 
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FIGURA 8-11 La estructura polarizada de la celula secretora. a ) Representation de una celula 
caliciforme secretora de moco del colon de una rata, b ) Micrografia electronica de bajo poder 
de una celula secretora de moco de la glandula de Brunner del intestino delgado de un raton. 
Ambos tipos de celulas presentan una disposition muy polarizada de los organelos y reflejan 
su papel en la secrecion de grandes cantidades de mucoprotefnas. Los extremos basales de las 
celulas contienen el nucleo y el ER rugoso. Las proteinas que se sintetizan en el ER rugoso 
se mueven al aparato de Golgi relacionado que esta muy cerca y de ahi pasan a portadores 
limitados por membrana en los que se concentra el producto de secrecion final. Las regiones 
apicales de las celulas estan llenas con granulos secretores que contienen las mucoprotefnas 
listas para liberarse a un conducto. ( A , tomada de Marian Neutra y C. R Leblond, J Cell 
Biol 30:119,1996. Con autorizacion de los derechos reservados de la Rockefeller 
University Press. B , tomada de Alain Rambourg e Yves Clermont, Eur J Cell Biol 
51:196,1990.) 


de la Rockefeller University, propusieron por primera vez, y 
luego demostraron, que el sitio de la sintesis de una protelna 
dependia de la secuencia de aminoacidos en la porcion N-ter- 
minal del polipeptido, que es la primera parte que surge del 
ribosoma durante la sintesis de las proteinas. Estos investiga- 
dores sugirieron lo siguiente: 

1 . Las proteinas secretoras contienen una secuencia de serial 
en su extremo N que dirige al polipeptido emergente y al 
ribosoma hacia la membrana del reticulo endoplasmico. 

2. El polipeptido se mueve en direccion al espacio de cisterna 
del reticulo endoplasmico a traves de un canal acuoso recu- 
bierto con proteina en la membrana del reticulo endoplas¬ 
mico. Se ha propuesto que el polipeptido se mueve por la 


membrana conforme se sintetiza, esto es, al mismo tiempo de 
la traduccion? 

Esta proposition, conocida como la hipotesis de la serial, tie- 
ne el respaldo de abundante evidencia experimental. Algo aun 
mas importante: se demostro que el concepto original de Blobel, 


2 Hay que senalar que el transporte de proteinas a traves de la membrana del ER 
tambien puede ocurrir despues de la traduccion (es decir, luego de la sintesis). En 
este proceso, el polipeptido se sintetiza por completo en el citosol y luego se importa 
a la luz del ER a traves de los mismos canales conductores de proteinas usados en 
la via que funciona al mismo tiempo que la traduccion. La via posterior a la traduc¬ 
cion se utiliza mucho mas en levaduras que en celulas de mamiferos para importar 
productos al ER. En realidad, las celulas de levaduras son incapaces de realizar el 
transporte al ER al mismo tiempo que la traduccion y aun asi sobreviven, aunque 
crecen con mas lentitud que las celulas normales. 
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segun el cual las proteinas tienen incluidos “codigos postales”, se 
aplica en principio a todos los tipos de proteina que transitan las 
vias de la celula. Blobel recibio el premio Nobel de Medicina en 
1999 por estos estudios pioneros. 

Sfntesis de proteinas secretoras, lisosomicas ovacuola res 
vegetales en los ribosomas unidos a membranas Los 
pasos durante la sintesis de una proteina secretora, lisosomica 
o vacuolar vegetal se muestran en la figura 8-12. La sintesis del 
polipeptido inicia despues que un RNA (acido ribonucleico) 
mensajero se une con un ribosoma libre, es decir, uno que no este 
unido con una membrana citoplasmica. De hecho, se cree que 
todos los ribosomas son identicos; los empleados en la sintesis 
de proteinas secretoras, lisosomicas o las de las vacuolas vegeta¬ 
les se toman de la misma poblacion ( reserva ) que los utilizados 
en la production de proteinas que permanecen en el citosol. Los 
polipeptidos sintetizados en ribosomas unidos con membranas 
contienen una secuencia de sefial, que incluye un segmento de 
seis a 15 residuos de aminoacidos hidrofobos, y que dirige al 
polipeptido naciente a la membrana del reticulo endoplasmico, y 
ademas conduce a la division en compartimientos del polipep¬ 
tido dentro de la luz de este reticulo. (Un polipeptido naciente 
es uno que este en proceso de sintesis.) Aunque la secuencia de 
serial casi siempre se localiza en o cerca del extremo N, en algu- 
nos polipeptidos ocupa una position interna. 

Conforme surge del ribosoma, una particula de reconoci- 
miento de senal (SRP) identifica la secuencia de senal hidro- 
foba; dicha particula posee en las celulas de mamiferos seis 
polipeptidos distintos y una pequena molecula de RNA, llama- 
da RNA 7S. La SRP se une tanto a la secuencia senal en el 
polipeptido naciente como al ribosoma (paso 1, fig. 8-12), con 
lo que detiene temporalmente la sintesis de mas polipeptido. La 


SRP sirve como una marca que permite que el complejo entero 
(SRP-ribosoma-polipeptido naciente) se una especificamente a 
la superficie citosolica de la membrana del reticulo endoplasmi¬ 
co. La union a este ultimo ocurre a traves de cuando menos dos 
interacciones bien definidas: una entre la SRP y el receptor de 
SRP (paso 2), y la otra entre el ribosoma y el translocon (paso 
3). El translocon es un canal recubierto de proteina embebido 
en la membrana del reticulo endoplasmico, a traves del cual el 
polipeptido naciente puede moverse en su paso del citosol a la 
luz del reticulo endoplasmico. 

En los ultimos anos, uno de los mayores desafios en el 
campo del trafico de membrana ha sido la determination de la 
estructura tridimensional de una version procariotica del trans¬ 
locon mediante cristalografia de rayos X. Este esfuerzo revelo la 
presencia dentro del translocon de un poro con forma de reloj 
de arena, con un anillo de seis aminoacidos hidrofobos en su 
diametro mas estrecho. En el estado inactivo (es decir, sin trans¬ 
position), que fue el estado en el que se cristalizo la estructura, 
la abertura del anillo del poro esta taponada por una helice a 
corta. Se propone que este tapon sella el canal, impidiendo el 
paso indeseado de calcio y otros iones entre el citosol y la luz del 
reticulo endoplasmico. 

Una vez que el complejo SRP-ribosoma-cadena naciente 
se une a la membrana del reticulo endoplasmico (paso 2, fig. 
8-12), la SRP se libera de su receptor en el ER, el ribosoma se 
une al extremo citosolico del translocon, y la secuencia senal en 
el polipeptido naciente se inserta en el estrecho canal acuoso del 
translocon (paso 3). Se propone que el contacto de la secuencia 
senal con el interior del translocon causa el desplazamiento del 
tapon y la abertura del pasaje. El polipeptido en crecimiento se 
transpone entonces a traves del anillo del poro hidrofobo hacia 
la luz del reticulo endoplasmico (paso 4). Dado que el anillo 
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FIGURA 8-12 Modelo esquematico para la sintesis de una proteina secre¬ 
tora (o una enzima lisosomica) en un ribosoma unido con la membrana 
del ER rugoso. La sfntesis del polipeptido comienza en un ribosoma libre. 
Conforme la secuencia serial (mostrada en rojo) emerge del ribosoma, se 
une a la SRP (paso 1), lo cual detiene la traduccion hasta que el complejo 
SRP-ribosoma-cadena naciente puede hacer contacto con la membrana del 
reticulo endoplasmico. El complejo SRP-ribosoma choca entonces con un 
receptor de SRP situado dentro de la membrana del reticulo endoplasmico 
y se une con el (paso 2). La union de este complejo al receptor de SRP es 
seguida por la liberacion de la SRP y el enlace del ribosoma con un trans¬ 


locon de la membrana del reticulo endoplasmico (paso 3). Estos ultimos 
procesos son acompanados por la hidrolisis recfproca de moleculas de GTP 
(no se muestra) unidas tanto a la SRP como a su receptor. En el modelo 
descrito aquf, el peptido senal se une entonces al interior del translocon, 
desplazando el tapon del canal y permitiendo que el resto del polipeptido 
se trasponga a traves de la membrana de manera cotraduccional (paso 4). 
Despues de que el polipeptido naciente pasa a la luz del ER, el peptido senal 
se escinde por accion de una proteina de membrana (la peptidasa serial, que 
no se muestra), y la proteina se pliega con la ayuda de carabinas del reticulo 
endoplasmico, como BiP. 
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del poro observado en la estructura cristalina tiene un diametro 
(5 a 8 A) considerablemente menor que el de una cadena poli- 
peptidica helicoidal, se supone que el poro se expande cuando 
la cadena naciente atraviesa el canal. (La expansion es posible 
porque los residuos que constituyen el anillo estan situados en 
diferentes helices de la proteina del translocon.) Cuando ter- 
minan la traduccion y el paso del polipeptido completo por el 
translocon, el ribosoma unido a membrana se libera de la mem- 
brana del reticulo endoplasmico y el tapon helicoidal se reinserta 
en el canal del translocon. 

Varios de los pasos incluidos en la sintesis y transito de las 
proteinas secretoras se regulan mediante la union o hidrolisis 
de GTP (trifosfato de guanosina). Como se trata con detalle en 
el capitulo 15 y en otra parte de este capitulo, las proteinas de 
union con GTP (o proteinas G) tienen papeles reguladores 
clave en muchos procesos celulares diferentes. Las proteinas G 
pueden estar presentes en por lo menos dos conformaciones 
alternativas, una que contiene una molecula de GTP unida y la 
otra con una molecula GDP. Las versiones unidas con GTP y 
GDP de una proteina G tienen conformaciones diferentes y, por 
consiguiente, capacidades distintas para unirse con otras protei¬ 
nas. A causa de esta diferencia en las propiedades de union, las 
proteinas G actuan como “interruptores moleculares”, la protei¬ 
na unida con GTP casi siempre activa el proceso y la hidrolisis 
del GTP unido lo apaga. Entre los componentes mostrados 
en la figura 8-12, la SRP y el receptor para SRP son proteinas 
G. La hidrolisis del GTP unido con estas dos proteinas ocurre 
entre los pasos 2 y 3 e inicia la liberacion de la secuencia de serial 
por la SRP y su insertion en el translocon. 

Procesamiento de proteinas recien sintetizadas en el re¬ 
ticulo endoplasmico Cuando un polipeptido naciente entra 
a la cisterna del RER, se somete a la action de varias enzimas 
localizadas dentro de la membrana o en la luz del RER. La por¬ 
tion N-terminal que contiene el peptido de senal se retira de la 
mayoria de los polipeptidos nacientes por action de una enzima 
proteolitica, la peptidasade senal. Los carbohidratos se agregan 
a la proteina naciente mediante la enzima oligosacariltransferasa 
(descrita en la pagina 291). La peptidasa de senal y la oligosaca¬ 
riltransferasa son proteinas integrales de la membrana que estan 
proximas al translocon y actuan sobre las proteinas nacientes 
conforme entran a la luz del reticulo endoplasmico. 

El RER es una importante planta procesadora de proteinas. 
Para realizar sus funciones, la luz del RER esta empacada con 
carabinas moleculares que reconocen proteinas desplegadas o 
mal plegadas, se unen a ellas y les dan la oportunidad de adquirir 
su estructura tridimensional correcta (nativa) (pag. 291). La luz 
del reticulo endoplasmico tambien contiene varias enzimas pro- 
cesadoras de proteinas, como la isomerasa de disulfuro de proteina 
(PDI, del ingles protein disulfide isomerase). Las proteinas entran 
en la luz del reticulo endoplasmico con sus residuos cisterna en 
el estado reducido (—SH), pero salen del compartimiento con 
muchos de estos residuos unidos entre si como disulfuros oxi- 
dados (—SS—) (pag. 53). La formation (y el reordenamien- 


3 Las proteinas GTP casi siempre requieren proteinas accesorias para realizar su 
funcion. Los papeles de estas proteinas se describen en el capitulo 15 y se ilustran 
en la figura 15-19. No se consideran en este capitulo, aunque participan en estas 
actividades. 


to) de los enlaces disulfuro es catalizada por PDI. Los enlaces 
disulfuro tienen una funcion esencial en el mantenimiento de 
la estabilidad de las proteinas que se encuentran en la superfi- 
cie extracelular de la membrana plasmatica o que se secretan al 
espacio extracelular. 

El reticulo endoplasmico tiene la construction ideal para 
cumplir su papel como puerto de entrada a la via biosintetica de 
la celula. Su membrana suministra una gran superficie en la cual 
pueden unirse muchos ribosomas (se estima que son 13 millo- 
nes en cada celula hepatica). La luz de las cisternas del reticulo 
endoplasmico proporciona un ambiente local que favorece el 
plegamiento y ensamble de las proteinas, asi como un compar¬ 
timiento en el que las proteinas secretoras, lisosomicas y vacuo- 
lares de las celulas vegetales pueden separarse de otras proteinas 
recien sintetizadas. La separation de las proteinas nuevas en las 
cisternas del ER las retira del citosol y permite modificarlas y 
enviarlas a su destino final, ya sea fuera de la celula o dentro de 
alguno de los organelos membranosos del citoplasma. 

Sintesis de proteinas integrales de membrana en los ribo¬ 
somas unidos a la membrana Las proteinas integrales de 
la membrana, distintas a las de las mitocondrias, cloroplastos y 
peroxisomas, tambien se sintetizan en los ribosomas unidos a la 
membrana del reticulo endoplasmico. Estas proteinas de mem¬ 
brana se trasladan a la membrana del ER conforme se sintetizan 
(esto es, al mismo tiempo que la traduction) con los mismos 
mecanismos descritos para la sintesis de las proteinas secretoras 
y lisosomicas (fig. 8-12). Sin embargo, a diferencia de las protei¬ 
nas secretoras solubles y las lisosomicas, que pasan por completo 
a traves de la membrana del reticulo endoplasmico durante la 
transposition, las proteinas integrales de membrana contienen 
uno o mas segmentos transmembranosos hidrofobos (pag. 130) 
que son desviados directamente del canal del translocon hacia el 
interior de la bicapa lipidica. ^Como puede ocurrir tal transfe- 
rencia? Los estudios de cristalografia de rayos X del translocon 
antes descritos mostraron que este ultimo tiene una conforma¬ 
tion en forma de almeja con un surco o costura a lo largo del 
costado de la pared, donde el canal podria abrirse y cerrarse. Se 
propone que cuando un polipeptido pasa por el translocon, este 
“puente” lateral en el canal se abre y cierra continuamente, lo 
cual da a cada segmento del polipeptido naciente la oportuni¬ 
dad de dividirse conforme a sus propiedades de solubilidad en el 
compartimiento acuoso del interior del canal del translocon o 
el centra hidrofobo circundante de la bicapa lipidica. Aquellos 
segmentos del polipeptido naciente que sean lo suficientemente 
hidrofobos se “disolveran” de manera espontanea en la bicapa 
lipidica y a fin de cuentas se convertiran en segmentos trans¬ 
membranosos de una proteina integral de membrana. Este con- 
cepto ha recibido fuerte apoyo de un estudio in vitro en el cual 
se dio a los translocones la oportunidad de transponer proteinas 
nacientes “personalizadas” que contenian segmentos de prueba 
de diversas hidrofobicidades. Cuanto mas hidrofobo el segmen¬ 
to de prueba, tanto mayor la probabilidad de que pasara por la 
pared del translocon y se integrara como un segmento trans- 
membranoso de la bicapa. 

La figura 8-13 muestra la sintesis de un par de proteinas 
integrales de membrana que contienen un solo segmento trans- 
membranoso. Las proteinas que cruzan una sola vez la mem¬ 
brana pueden estar orientadas con el extremo N hacia el citosol 
o hacia la luz del reticulo endoplasmico (y en ultima instancia 
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hacia el espacio extracelular). Como se indica en la pagina 134, 
el factor determinante mas frecuente de la alineacion de la pro- 
telna de membrana es la presencia de residuos de aminoacidos 
con carga positiva que flanquean el extremo citosolico de un 
segmento transmembranoso (vease fig. 4-17). Durante la sinte- 
sis de las proteinas de membrana, se cree que el recubrimiento 
interno del translocon orienta al polipeptido naciente, como se 
indica en la figura 8-13, de manera que el extremo mas positi- 
vo se dirija hacia el citosol. En las proteinas que cruzan varias 
veces la membrana (como se muestra en la figura 4-31*0, los 
segmentos transmembranosos secuenciales tienen orientaciones 
opuestas. Para estas proteinas, uno de cada dos segmentos trans¬ 
membranosos debe girarse 180° antes de salir del translocon. 
Los estudios sugieren que un translocon es capaz, por si mismo, 
de orientar en forma apropiada los segmentos transmembra¬ 
nosos. Pareciera que el translocon es mas que un simple paso 
por la membrana del reticulo endoplasmico; es una “maquina” 
compleja capaz de reconocer varias secuencias de serial y realizar 
actividades mecanicas complejas. 

Bioslntesis de membrana en el reticulo endoplasmico 

Las membranas no surgen de novo, es decir, por la combinacion 
de elementos de las reservas de proteinas y lipidos. Por el contra- 
rio, se asume que las membranas surgen solo de las membranas 
preexistentes. Las membranas crecen conforme las proteinas y 
lipidos recien sintetizados se insertan en las membranas existen- 
tes en el ER. Como resulta evidente en la discusion siguiente, 
los componentes de la membrana pasan del reticulo endoplas¬ 
mico a todos los demas compartimientos de la celula. Cuando 
la membrana se mueve de un compartimiento al siguiente, sus 
proteinas y lipidos se modifican por efecto de las enzimas que 
residen en los diversos organelos de la celula. Estas modificacio- 
nes contribuyen a dar a cada compartimiento de membrana una 
composition unica y una identidad distintiva. 


Hay que recordar que las membranas celulares son asime- 
tricas: las dos capas de fosfolipidos (hojas) de una membrana 
tienen diferentes composiciones (pag. 138). Esta asimetria se 
establece al principio en el reticulo endoplasmico, y se mantie- 
ne cuando la membrana se desprende de un compartimiento y 
se fusiona con el siguiente. Como resultado, los componentes 
situados en la superficie citosolica de la membrana del reticu¬ 
lo endoplasmico pueden identificarse en la superficie citosolica 
de las vesiculas de transporte, en la superficie citosolica de las 
cistemas de Golgi y en la superficie interna (citoplasmica) de 
la membrana plasmatica (fig. 8-14). De igual manera, los com¬ 
ponentes situados en la superficie luminal de la membrana del 
reticulo endoplasmico mantienen su orientation y se encuentran 
en la superficie externa de la membrana plasmatica. De hecho, 
de muchas maneras, incluida su alta concentration de calcio, 
potential de oxidation y contenido de carbohidratos, la luz del 
ER se parece mucho al espacio extracelular. 

Sintesis de los lipidos de la membrana La mayoria de los lipidos 
de la membrana se sintetiza por completo dentro del reticulo 
endoplasmico. Las principales excepciones son: a) la esfingomie- 
lina y los glucolipidos, cuya sintesis comienza en el ER y se com- 
pleta en el aparato de Golgi, y b) algunos de los lipidos unicos 
de las membranas de mitocondrias y cloroplastos, que se sinteti- 
zan por action de enzimas que residen en esas membranas. Las 
enzimas participantes en la sintesis de fosfolipidos son proteinas 
integrales de la membrana del reticulo endoplasmico y sus sitios 
activos estan dirigidos hacia el citosol. Los fosfolipidos recien 
producidos se insertan en la mitad de la bicapa dirigidos hacia el 
citosol. Algunas de estas moleculas de lipidos se giran mas tarde 
hacia la hoja contraria mediante la action de enzimas llamadas 
fiipasas. Los lipidos son transportados del reticulo endoplasmico 
al aparato de Golgi y la membrana plasmatica como parte de la 
bicapa que constituye las paredes de las vesiculas de transporte. 



FIGURA 8-13 Modelo esquematico para la sintesis de una proteina inte- 
gral de membrana que contiene un solo segmento transmembranoso y una 
secuencia de serial cerca del extremo N del polipeptido naciente. La SRP 
y los diversos componentes de la membrana que se mostraron en la figura 
8-12 tambien participan en la sintesis de proteinas integrales, pero se omi- 
tieron para que la imagen fuera mas sencilla. El polipeptido naciente entra al 
translocon justo como si fuera una proteina secretora (paso 1). Sin embargo, 
la entrada de la secuencia hidrofoba de paro-transferencia al poro bloquea la 
translocation adicional del polipeptido naciente por el canal. Los pasos 2 
y 3 muestran la sintesis de una proteina transmembranosa cuyo extremo N 
esta en la luz del reticulo endoplasmico y cuyo extremo C esta en el citosol. 


En el paso 2, el translocon se ha abierto lateralmente y ha expelido el seg¬ 
mento transmembranoso dentro de la bicapa. El paso 3 muestra el deposito 
final de la proteina. Los pasos 2a a 4a muestran la sintesis de una proteina 
transmembranosa cuyo extremo C esta en la luz y cuyo extremo N esta en el 
citosol. En el paso 2a, el translocon ha reorientado el segmento transmem¬ 
branoso, en virtud de sus flancos con carga positiva y negativa invertidos. En 
el paso 3a, el translocon se ha abierto lateralmente y ha expelido el segmento 
transmembranoso dentro de la bicapa. El paso 4 muestra el deposito final de 
la proteina. Los signos + y — en color bianco indican la carga exhibida por el 
recubrimiento interno del translocon. 
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FIGURA 8-14 Mantenimiento de la asimetria de la membrana. Cuandocada 
proteina se sintetiza en el ER rugoso, se inserta en la bicapa de lipidos con 
una orientacion predecible determinada por su secuencia de aminoacidos. 
Esta orientacion se mantiene mientras viaja en el sistema endomembranoso, 
como se ilustra en la figura. Las cadenas de carbohidrato, que son las prime- 
ras agregadas en el ER, representan una manera conveniente de valorar la 
lateralidad de la membrana porque siempre estan en el lado de la cisterna de 
las membranas citoplasmicas, que se convierte en el lado exoplasmico de la 
membrana plasmatica despues de la fusion de las vesiculas con esta. 



(a) 


ER= retlculo endoplasmico 

GC= aparato de Golgi 

PM= membrana plasmatica eritrocitica 


PC= fosfatidilcolina 
PS= fosfatidilserina 
SM= esfingomielina 


Las membranas de los diferentes organelos tienen una 
composicion de lipidos muy diferente (fig. 8-15«), lo cual indica 
que se producen cambios a medida que la membrana fluye por 
la celula. Existen varios factores que pueden propiciar tales cam¬ 
bios (fig. 8-15£): 

1. La mayor parte de los organelos membranosos contiene 
enzimas que modifican los lipidos que ya estan dentro de su 
membrana y convierte un tipo de fosfolipidos (p. ej., fosfati¬ 
dilserina) en otro (p. ej., fosfatidilcolina) (paso 1, fig. 8-15£). 

2. Cuando las vesiculas se desprenden de un compartimiento 
(como en la figura 8-2«), algunos tipos de fosfolipidos pue¬ 
den incluirse de manera preferential dentro de la membrana 
de la vesicula en formation, mientras que otros tipos se dejan 
atras (paso 2, fig. 8-15£). 




FIGURA 8-15 Modificacion de la composicion de lipidos de las membra¬ 
nas. a) Histograma que indica el porcentaje de cada uno de los tres fosfoli- 
pidos (fosfatidilcolina, fosfatidilserina y esfingomielina) en tres membranas 
celulares diferentes (ER, aparato de Golgi y membrana plasmatica). El 
porcentaje de cada lipido cambia en forma gradual a medida que la mem¬ 
brana pasa del ER al aparato de Golgi y luego a la membrana plasmatica. b ) 
Esquema que muestra tres mecanismos distintos que podrian explicar como 
la composicion de fosfolipidos de una membrana en un sistema endomem¬ 


branoso puede ser diferente de otra membrana en el sistema, aunque los 
compartimientos membranosos tienen una continuacion temporal y espa- 
cial. 1) Los grupos cabeza de los fosfolipidos de la bicapa se modifican por 
medios enzimaticos; 2) la membrana de una vesicula en formation contiene 
una composicion distinta de fosfolipidos respecto de la membrana de la que 
se origino; 3) los fosfolipidos pueden retirarse de una membrana e insertarse 
en otra mediante proteinas para transferencia de fosfolipidos. 
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3. Las celulas contienen prottinas de transfemzcia de fosfolipidos 
que pueden unirse y transportar a los fosfolipidos a traves 
del citosol acuoso de un compartimiento de membrana a otro 
(paso 3, fig. 8-15£). Estas enzimas facilitan el movimiento de 
fosfolipidos especificos del ER a otros organelos. Esto repre- 
senta una importancia particular para el traslado de lipidos 
a los peroxisomas, mitocondrias y cloroplastos, que no son 
parte del flujo normal de membrana a lo largo de la via bio- 
sintetica. 

Glucosilacion en el retlculo endoplasmico rugoso Casi 
todas las proteinas producidas en los ribosomas unidos con 
membranas se convierten en glucoproteinas, ya sean componen- 
tes integrales de una membrana, enzimas lisosomicas solubles, 


vacuolares o partes de la matriz extracelular. Los grupos de car- 
bohidratos tienen papeles clave en la funcion de muchas gluco¬ 
proteinas, sobre todo como sitios de union en sus interacciones 
con otras macromoleculas. Tambien ayudan al plegamiento 
correcto de la proteina a la que estan unidos. Las secuencias de 
azucares que comprenden los oligosacaridos de las glucoprotei¬ 
nas son muy especificas; si los oligosacaridos se aislan de una 
proteina purificada, su secuencia es consistente y predecible. 
^Como se logra el orden de los azucares en los oligosacaridos? 

La adicion de azucares a una cadena de oligosacarido es 
catalizada por una familia de enzimas unidas a la membrana 
llamadas glucosiltransferasas, que transfieren un monosacari- 
do especifico de un azucar de nucleotido, como GDP-manosa o 
UDP-iV-acetilglucosamina (fig. 8-16), al extremo creciente de 



♦ = Glucosa ▼ = Manosa 

• = N-acetilglucosamina (NAG) W\A^P = Fosfato de dolicol 


FIGURA 8-16 Los pasos de la sintesis de la portion central de un oligosa¬ 
carido con enlace N en el ER rugoso. Los primeros siete azucares (cinco 
manosas y dos residuos de NAG) se transfieren uno a la vez al dolicol-PP 
en el lado citosolico de la membrana del ER (pasos 1 y 2). En esta etapa, el 
dolicol con su oligosacarido unido se gira al otro lado de la membrana (paso 
3) y los azucares restantes (cuatro manosas y tres residuos de glucosa) estan 
unidos al lado luminal de la membrana. Estos ultimos azucares se unen de 
una sola vez en el lado citosolico de la membrana con el extremo de la mole- 
cula de fosfato de dolicol (como en los pasos 4 y 7), que luego se gira al otro 


lado de la membrana (pasos 5 y 8) y cede sus azucares al extremo creciente 
de la cadena de oligosacarido (pasos 6 y 9). Una vez que el oligosacarido esta 
ensamblado por completo, se transfiere mediante mecanismos enzimaticos 
a un residuo de asparagina del polipeptido naciente (paso 10). El dolicol-PP 
rota de nueva cuenta al otro lado de la membrana (paso 11) y esta listo para 
empezar a aceptar azucares otra vez (pasos 12 y 13). (Tomada de D. Voet 
y J. G. Voet, Biochemistry, 2nd ed. © 1995, John Wiley &c Sons, Inc. 
Reimpresa con autorizacion de John Wiley & Sons, Inc.) 
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la cadena de carbohidrato. La secuencia en que se transfieren 
los azucares durante el ensamblaje de un oligosacarido depende 
de la secuencia de action de las glucosiltransferasas que parti- 
cipan en el proceso. A su vez, esto depende de la localization 
de enzimas especificas dentro de las divers as membranas de la 
via secretora. Por lo tanto, la disposition de los azucares en las 
cadenas de oligosacaridos de una glucoproteina depende de la 
localization espacial de las enzimas especificas en la linea de 
montaje. 

La figura 8-16 muestra los pasos iniciales en el ensamble 
de los oligosacaridos unidos con N (a diferencia de los oligosa¬ 
caridos unidos con 0, vease fig. 4-10) de las proteinas solubles 
y las proteinas integrales de la membrana. El segmento basal o 
central de cada cadena de carbohidrato no se ensambla sobre 
la proteina misma, sino que se arma independiente sobre un 
lipido portador y luego se transfiere, en bloque, a los residuos 
de asparagina especificos del polipeptido. Este lipido portador, 
llamado fosfato de dolicol, esta incluido en la membrana del 
reticulo endoplasmico. Los azucares se agregan a la molecula de 
fosfato de dolicol uno a la vez por action de las glucosiltrans¬ 
ferasas unidas a la membrana, a partir del paso 1 de la figura 
8-16. Esta parte del proceso de glucosilacion es invariable; en 
las celulas de mamiferos comienza con la transferencia de N- 
acetilglucosamina 1-fosfato, seguida de la transferencia de otra 
IV-acetilglucosamina y luego nueve moleculas de manosa y tres 
unidades de glucosa en el patron exacto indicado en la figura 
8-16. Este bloque de 14 azucares se transfiere despues por efecto 
de la enzima oligosacariltransferasa del fosfato de dolicol a cier- 
tas asparaginas en el polipeptido naciente (paso 10, fig. 8-16), 
en tanto que el polipeptido se traslada hacia la luz del reticulo 
endoplasmico. 

Las mutaciones que causan la ausencia total de IV-glucosi- 
lacion provocan la muerte de los embriones antes de la implanta¬ 
tion. Sin embargo, las mutaciones que producen la interruption 
partial de la via de glucosilacion en el reticulo endoplasmico 
causan trastornos hereditarios graves que afectan casi cualquier 
aparato o sistema. Estas anomalias se conocen como enfermeda- 
des congenitas de la glucosilacion, o CDG (del ingles congenital 
diseases of glycosilation), y suelen identificarse mediante pruebas 
sanguineas que detectan la glucosilacion anormal de proteinas 
sericas. Una de ellas, CDGlb, puede tratarse con medidas muy 
sencillas. La CDGlb se debe a la deficiencia de la enzima iso- 
merasa de fosfomanosa, que cataliza la conversion de fructosa 
6-fosfato en manosa 6-fosfato, una reaction crucial en la via 
que hace que la manosa este disponible para incorporarla en los 
oligosacaridos. La afeccion puede tratarse con complementos 
orales de manosa. A1 principio, el tratamiento se probo en un 
nino que sufria hemorragia gastrointestinal incontrolable, una 
de las complicaciones frecuentes de la enfermedad. Unos meses 
despues de iniciar el complemento de manosa el nino llevaba 
una vida normal. 

Aunque algunos oligosacaridos, sobre todo en eucario- 
tas inferiores, permanecen como se muestra en la figura 8-16, 
la evolution de organismos mas complejos se acompano de la 
diversification de las secuencias de carbohidrato unidas a las 
proteinas. La modification del oligosacarido central comienza 
en el reticulo endoplasmico con la elimination enzimatica de 
dos de los tres residuos terminales de glucosa (paso 1, fig. 8-17). 
Esto pone el escenario para un acontecimiento importante en 
la vida de una glucoproteina recien sintetizada en el cual esta 



FIGURA 8-17 Control de calidad: confirmacion de que las proteinas mal 
plegadas no salen del ER. Con base en este mecanismo propuesto, una glu- 
cosiltransferasa (GT) reconoce las proteinas mal plegadas y les agrega una 
glucosa al extremo de las cadenas de oligosacarido. La chaperona calnexina 
reconoce a las glucoproteinas que contienen oligosacaridos monoglucosila- 
dos y les da la oportunidad de alcanzar su estado correcto de plegamiento 
(nativo). Si esto no ocurre despues de varios intentos, la proteina se traslada 
al citosol y se destruye. Los pasos se describen en el texto. (Tomada de L. 
Ellgaard et al., Science 286:1884,1999; © 1999, American Associa¬ 
tion for the Advancement of Science.) 


es evaluada por un sistema de control de calidad que determi- 
na si es apta o no para pasar al siguiente compartimiento de la 
via biosintetica. Para comenzar este proceso de detection, cada 
glucoproteina (que en esta etapa contiene una sola glucosa res- 
tante) se une a la carabina del reticulo endoplasmico (calnexina 
o calreticulina) (paso 2). La elimination de la glucosa restante 
por la glucosidasa II hace que la carabina libere la glucopro¬ 
teina (paso 3). Si una glucoproteina en esta etapa no completo 
su plegamiento o esta mal plegada, una “enzima de vigilancia” 
(llamada GT) la reconoce y le agrega un solo residuo de glu¬ 
cosa a uno de los residuos de manosa en el extremo expuesto 
del oligosacarido recien ajustado (paso 4). La GT reconoce las 
proteinas mal plegadas, o plegadas solo de forma partial, porque 
exponen residuos hidrofobos que no se detectan en las protei¬ 
nas bien plegadas. Una vez que se agrega el residuo de glucosa, 
las mismas moleculas chaperonas reconocen a la glucoproteina 
“marcada”, lo que da a la proteina otra oportunidad para plegar- 
se de manera correcta (paso 5). Despues de un periodo con la 
molecula chaperona, el residuo adicional de glucosa se retira y 
la “enzima de vigilancia” la revisa de nueva cuenta para confirmar 
si ya tiene su estructura tridimensional apropiada. Si aun esta 
plegada de forma incompleta, se agrega otro residuo de glucosa 
y el proceso se repite hasta que al final la glucoproteina se pliega 
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de modo correcto y continua su camino (paso 6) o permanece 
mal plegada, o bien se destruye (paso 7). 

Se retoma la historia de la glucosilacion de las proteinas en 
la pagina 296, cuando se describa la manera en que el oligosaca- 
rido que se ensamblo en el reticulo endoplasmico crece a su paso 
por el aparato de Golgi en su camino por la via biosintetica. 

Mecanismos que aseguran la destruction de las proteinas 
mal plegadas Recien se describio el modo en que las enzimas 
del reticulo endoplasmico identifican las proteinas que no se plie- 
gan de manera apropiada. Fue una sorpresa descubrir que las pro¬ 
teinas mal plegadas no se destruyen en el reticulo endoplasmico, 
sino que se transportan al citosol por un proceso de “transposition 
inversa”. Sigue siendo incierta la manera en que las proteinas mal 
plegadas son llevadas de regreso (transposition inversa) al citosol 
a traves de los translocones por los que pasaron en su camino a la 
luz del reticulo endoplasmico o por medio de un canal de trans¬ 
position inversa separado de identidad incierta. Una vez en el 
citosol, las cadenas de oligosacaridos se retiran y las proteinas mal 
plegadas se degradan en los proteasomas, que son maquinas des- 
tructoras de proteinas cuya estructura y funcion se describen en la 
section 12.7. Este proceso, conocido como degradation vinculada 
al reticulo endoplasmico (ERAD , del ingles ER-associated degrada- 
tion), asegura que las proteinas aberrantes no sean transportadas a 
otras partes de la celula, pero puede tener consecuencias negativas. 
En casos graves de fibrosis quistica, la membrana plasmatica de 
las celulas epiteliales carece de la proteina codificada por el gen 
de la fibrosis quistica (pag. 160). En todos estos casos, la proteina 
mutante es destruida en el proceso de control de calidad del 
reticulo endoplasmico, por lo que no llega a la superficie celular. 

En ciertas circunstancias, las proteinas mal plegadas pue- 
den generarse en el reticulo endoplasmico a mayor velocidad 
de la que pueden transportarse al citoplasma. La acumulacion de 
proteinas mal plegadas, que puede ser fatal para la celula, inicia 
un “plan de action” completo dentro de la celula que se cono- 
ce como respuesta de proteina no plegada (UPR). El reticulo 
endoplasmico contiene sensores de proteina que vigilan la con¬ 
centration de proteinas no plegadas o mal plegadas en la luz 
del ER. De acuerdo con una propuesta presentada en la figura 
8-18, los sensores se mantienen en estado inactivo por chapero¬ 
nes moleculares, en especial BiP. Si las circunstancias conducen 
a la acumulacion de proteinas mal plegadas, las moleculas 
BiP de la luz del reticulo endoplasmico se reclutan al servicio 
como chaperonas para las proteinas defectuosas, lo que las hace 
incapaces de inhibir a los sensores. La activation de los sensores 
da origen a una multitud de senales que se transmiten hacia el 
nucleo y el citosol y el resultado incluye lo siguiente. 

• Expresion de cientos de genes diferentes cuyas proteinas 
codificadas tienen la capacidad de aliviar las condiciones de 
estres dentro del reticulo endoplasmico. Se incluyen genes 
que codifican a) chaperonas moleculares con base en el 
reticulo endoplasmico que ayudan a las proteinas mal plega¬ 
das a alcanzar su estado nativo; b) proteinas que intervienen 
en el transporte de proteinas fuera del ER,y c) proteinas que 
participan en la destruction selectiva de proteinas anorma- 
les, como se menciono antes. 

• Fosforilacion de una proteina clave (eIF2oc) necesaria para 
la sintesis de proteina. Esta modification inhibe la sintesis 
proteica y disminuye el flujo de proteinas nuevas al reticulo 



aliviar el estres del ER 



Proteina mal plegada- 



FIGURA 8-18 Un modelo de la respuesta a proteinas desplegadas (UPR) de 
los mamiferos. El ER contiene proteinas transmembranosas que fimcionan 
como sensores de los fenomenos que ocurren en la luz del ER. En condicio¬ 
nes normales, estos sensores se encuentran en estado monomerico inactivo 
como resultado de su relacion con moleculas chaperonas, en especial BiP 
(paso 1). Si el numero de proteinas desplegadas alcanzara un nivel alto, se 
congregan las moleculas chaperonas para ayudar al plegado de las proteinas, 
lo cual las separa de su relacion con los sensores y permite que estos formen 
dimeros. Despues de la dimerizacion hay fosforilacion de un tipo de sensor 
y separation del dominio citosolico del otro tipo de sensor, lo que conduce a 
su activation (paso 2). Una vez activados, los sensores emiten senales a otras 
partes de la celula. En la figura se indican dos tipos de senales; existe un 
tercer tipo, que no se muestra. La portion citosolica de un tipo de sensor se 
difunde por el citosol (paso 3a) y hacia el nucleo (paso 3b), donde estimula 
la expresion de genes cuyas proteinas codificadas pueden aliviar el estres en 
el ER (paso 3c). Estas proteinas incluyen chaperonas, proteinas de cubierta 
que se forman sobre vesiculas de transporte y proteinas de los mecanismos 
para el control de calidad. El paso 4 muestra un tipo diferente de serial en 
la que el sensor activado del ER tiene una proteina fosforilada (eIF2cc) que 
se necesita para iniciar la sintesis de proteinas. Este factor de traduction se 
halla inactivo en el estado fosforilado, lo cual impide que la celula sintetice 
mas proteinas en el ER y suministra mas tiempo a la celula para procesar las 
proteinas que ya estan en la luz del reticulo endoplasmico. 
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endoplasmico. Esto suministra a la celula una oportunidad 
de retirar las protelnas que ya estan en la luz del reticulo 
endoplasmico. 

Un dato interesante es que la respuesta a la proteina no plega- 
da es mas que un mecanismo de supervivencia celular; tambien 
incluye la activation de una via que conduce a la muerte de la 
celula. Se presupone que la reaction a la proteina no plegada 
confiere un mecanismo para aliviar a la celula de condiciones de 
estres. Si estas medidas correctivas no tienen exito, se activa la 
via de muerte celular y la celula se destruye. 

Del reticulo endoplasmico al aparato de Golgi: 
primer paso en el transporte vesicular 

Los sitios de salida de las cisternas del RER estan desprovis- 
tos de ribosomas, y en ellos se forman las primeras vesiculas de 
transporte de la via biosintetica. El viaje desde el reticulo endo¬ 
plasmico al aparato de Golgi puede seguirse en forma visual en 
celulas vivas si las proteinas secretoras se marcan con la protei- 
na verde fluorescente (GFP, del ingles green fluorescent protein), 
como se describe en la pagina 211. Con esta y otras tecnicas se 
descubrio que en cuanto se desprenden de la membrana del 
reticulo endoplasmico, las vesiculas de transporte se fusionan 
unas con otras para formar vesiculas mas grandes y tubulos inter- 
conectados en la region entre el ER y el aparato de Golgi. Esta 
region se llamo ERGIC (del ingles endoplasmic reticulum Golgi 
intermediate compartment, compartimiento intermedio entre el 
reticulo endoplasmico y el aparato de Golgi), y los transpor- 
tadores vesiculotubulares que se forman en el se denominaron 
VTC (del ingles vesicular-tubular carrier) (vease fig. 8-2 5a). Una 
vez formados, los VTC se alejan del reticulo endoplasmico hacia 
el aparato de Golgi. La figura 8-19 muestra el movimiento de 
dos de estos transportadores membranosos vesiculotubulares del 
ERGIC al aparato de Golgi. El movimiento de los VTR ocurre 
sobre rieles compuestos por microtubulos. 


REVISION 


1. <; Cuales son las principales diferencias morfologicas 
entre el RER y el SER y cuales son sus funciones? 


2. Describa los pasos que ocurren entre el momento en 
que el ribosoma se une con un RNA mensajero que 
codifica una proteina secretora y el momento en que la 
proteina sale del reticulo endoplasmico rugoso. 

3. ^Como se insertan las proteinas recien sintetizadas en 
una membrana? 

4. Describa algunas de las formas en que los organelos 
membranosos pueden mantener su composition unica 
a pesar del transito continuo de membranas y materia- 
les a traves de ellos. 

5. Describa como se mantiene la asimetria de la membra¬ 
na conforme esta se mueve del reticulo endoplasmico a 
la membrana plasmatica. 

6. Describa los mecanismos por los cuales la celula ase- 
gura que las proteinas mal plegadas: a) no salgan del 
reticulo endoplasmico y b) no se acumulen hasta niveles 
excesivos dentro de la luz del reticulo endoplasmico. 


8.4 EL APARATO DE GOLGI _ 

En los ultimos anos del siglo xix, un biologo italia- 
no, Camillo Golgi, invento nuevos procedimientos de tincion 
para revelar la organization de las celulas nerviosas dentro del 
sistema nervioso central. En 1898, Golgi aplico una tincion 
metalica a las celulas nerviosas del cerebelo y descubrio una red 
tenida de oscuro localizada cerca del nucleo celular. Esta red, 
que mas tarde se identified en otros tipos celulares y se llamo 
aparato de Golgi, llevo a su descubridor a obtener el premio 
Nobel en 1906. El aparato de Golgi permanecio como centra 
de controversia durante decenios entre los que creian que el 
organelo existia en las celulas vivas y los que pensaban que era 
un artefacto, es decir, una estructura artificial formada durante 
la preparation para el estudio microscdpico. No fue sino hasta 
que el aparato de Golgi se identified con claridad en celulas 
sin fijacion, preparadas por congelamiento y fractura (vease fig. 
18-17) que se comprobo su existencia mas alia de cualquier 
duda razonable. 



FIGURA 8-19 Visualization del transito de membrana con el uso 
de una marca fluorescente. Esta serie de fotografias muestra 
una pequena porcion de una celula viva de mamifero que se infecto con 
el virus de la estomatitis vesicular (VSV) que contiene el gen quimerico 
VSVG-GFP (pag. 278). Una vez que se sintetiza en el ER rugoso, la proteina 
de fusion emite una fluorescencia verde que puede seguirse conforme la 
proteina se mueve por la celula. En la serie de fotografias que se muestran, 


dos portadores vesiculotubulares (flechas) que contienen la proteina fluo¬ 
rescente se desprendieron del ER y se mueven hacia el aparato de Golgi 
(GC). La serie de fenomenos representados tienen lugar en un periodo de 
13 segundos. La barra representa 6 pm. (Reimpresa con autorizacion 
de John F. Presley et al., Nature 389:82,1997; © 1997, Macmillan 
Magazines, Ltd.) 
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El aparato de Golgi tiene una morfologia caracteristica, 
consistente sobre todo en cistemas membranosas aplanadas, 
parecidas a discos, con bordes dilatados, vesiculas y tubulos 


relacionados (fig. 8-20«). Las cisternas, cuyos diametros tipicos 
oscilan entre 0.5 y 1.0 pm, estan dispuestas en una pila ordena- 
da, muy parecida a una superposition de hojuelas, y curvadas de 
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FIGURA 8-20 El aparato de Golgi. a ) Modelo esquematico de una porcion de 
■■■ un aparato de Golgi de una celula epitelial del aparato reproductor masculino 
de la rata. Los elementos de los compartimientos cis y trans a menudo son discontinues 
y se ven como redes tubulares. b) Micrografia electronica de una porcion de una celula 
de tapa radicular de tabaco que muestra la polaridad cis a trans de la pila de Golgi. 
c) Micrografia de fluorescencia de una celula de mamifero cultivada. La posicion del 
aparato de Golgi se revela por la fluorescencia roja, que marca la localization de anti- 
cuerpos contra una proteina de la cubierta COP-I. d) Micrografia electronica de una 
sola cisterna de Golgi que muestra dos dominios distintos, un dominio central concavo 
y un dominio periferico irregular. El dominio periferico consiste en una red tubular de 
la cual se desprenden ye mas cubiertas con proteina. ( A , tomada de A. Rambourg e Y. 
Clermont. Eur J Cell Biol 51:195, 1990; B, cortesia de Thomas H. Giddings; 
C, tomada de Andrei V. Nikonov, et al., J Cell Biol 158:500,2002; cortesia de 
Gert Kreibich con autorizacion de los derechos reservados de la Rockefe¬ 
ller University Press, de Peggy J. Weidman y John Heuser, Trends Cell Biol 
5:303,1995; © 1995, con autorizacion de Elsevier Science.) 















8.4 EL APARATO DE GOLGI 295 


tal forma que semejan un tazon poco profundo (fig. 8-20^). 4 Por 
lo general, una pila de Golgi contiene menos de ocho cistemas. 
Una celula individual puede contener desde unas cuantas hasta 
varios miles de pilas distintas, segun sea el tipo de celula. Las 
pilas de Golgi en las celulas de los mamiferos estan conectadas 
entre si por tubulos membranosos para formar un solo complejo 
grande parecido a un liston situado junto al nucleo de la celula 
(fig. 8-20r). Una mirada mas cercana a una cisterna individual 
sugiere que las vesiculas se desprenden de un dominio tubular 
periferico de cada cisterna (fig. 8-20 d). Como se explico antes, 
muchas de estas vesiculas contienen una cubierta proteica dis- 
tintiva que puede verse en la figura 8-2(W. 

El aparato de Golgi se divide en varios compartimientos 
con funciones diferentes dispuestos a lo largo de un eje, desde la 
cara cis, o de entrada mas cercana al ER, hasta la cara trans o de 
salida, en el lado opuesto de la pila (fig. 8-20«, b). La cara mas 
cis del organelo la forma una red de tubulos conectados entre 
si que se conoce como red cis de Golgi (CGN). Se cree que la 
CGN funciona sobre todo como una estacion de clasificacion 
que distingue entre las proteinas que deben enviarse de regreso 
al reticulo endoplasmico (pag. 299) y aquellas a las que se les 
permite avanzar a la siguiente estacion de Golgi. La mayor parte 
del aparato de Golgi consiste en una serie de cisternas grandes 


4 Algunas veces, una sola pila de Golgi en las celulas vegetales se llama dictiosoma. 


y aplanadas que se dividen en cisternas cis, mediates y trans (fig. 
8-20 a). La cara mas trans del organelo contiene una red distin- 
tiva de tubulos y vesiculas llamada red trans de Golgi (TGN). 
Al igual que la CGN, la TGN tambien es una estacion clasifi- 
cadora. Las proteinas se separan en la TGN en tipos diferentes 
de vesiculas que se dirigen a la membrana plasmatica o a varios 
destinos intracelulares. Se cree que los elementos membrano¬ 
sos del aparato de Golgi cuentan con el soporte mecanico de 
un esqueleto periferico de la membrana o andamiaje compues- 
to por varias proteinas, incluidas integrantes de las familias de 
la espectrina, anquirina y actina, proteinas que tambien estan 
presentes como parte del esqueleto de la membrana plasmatica 
(pag. 146). La estructura de Golgi puede mantener un enlace 
fisico con proteinas motoras que dirigen el movimiento de las 
vesiculas y tubulos que entran y salen del aparato de Golgi. Se 
piensa que un grupo separado de proteinas fibrosas forma una 
“matriz” de Golgi que tiene un papel clave en el desarmado y 
rearmado del aparato de Golgi durante la mitosis. 

La figura 8-21 muestra evidencia visual de que el aparato 
de Golgi no tiene una composicion uniforme de un extremo al 
otro. Las diferencias en la composicion de los compartimientos 
de membrana desde la cara cis a la trans reflejan el becho de que 
el aparato de Golgi es sobre todo una “planta procesadora”. Las 
proteinas de membrana recien sintetizadas, asi como las pro¬ 
teinas secretoras y lisosomicas, salen del ER y entran al aparato 
de Golgi por su cara cis y luego pasan a traves de la pila hasta la 



FIGURA 8-21 Diferencias regionales en la composicion de la membrana a 
traves de la pila de Golgi, a ) El tetroxido de osmio reducido se impregna 
en forma preferencial a las cisternas cis del aparato de Golgi, b) La enzima 
manosidasa II, que participa en el ajuste de los residuos de manosa del oli- 
gosacarido central como se describe en el texto, se localiza sobre todo en 
las cisternas medias. cl La enzima difosfatasa de nucleosido, que separa los 


dinucleotidos (p. ej., UDP) despues de donar su azucar, se ubica de forma 
preferencial en las cisternas trans. ( A y C, tomadas de Robert S. Decker, 
J Cell Biol 61:603,1974; B, tomada de Angel Velasco et al., J Cell 
Biol 122:41,1993. Todas con autorizacion de los derechos reserva- 
dos de la Rockefeller University Press.) 
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cara trans. Conforme avanzan por la pila, las proteinas origina- 
les sintetizadas en el reticulo endoplasmico rugoso sufren varias 
modificaciones especificas. En la actividad del aparato de Golgi 
mejor estudiada, los carbohidratos de la proteina se modifican 
por una serie de reacciones enzimaticas secuenciales, como se 
describe en la siguiente section. 

Glucosilacion en el aparato de Golgi 

El aparato de Golgi tiene una funcion esencial en el ensamble 
del componente carbohidrato de las glucoproteinas y glucolipi- 
dos. Cuando se interrumpio de forma momentanea el tema de la 
sintesis de cadenas de carbohidratos con enlaces N en la pagina 
291, los residuos de glucosa acababan de retirarse de los extremos 
del oligosacarido central. Conforme las nuevas glucoproteinas 
solubles y de membrana pasan por las cisternas cis y media de la 
pila de Golgi, la mayor parte de los residuos de manosa tambien 
se retira de los oligosacaridos centrales y se agregan otros azuca- 
res en forma secuencial por action de varias glucosiltransferasas. 

En el aparato de Golgi, como en el reticulo endoplasmico 
rugoso, la secuencia en la que se incorporan los azucares en los 
oligosacaridos depende de la disposition espacial de las gluco¬ 
siltransferasas especificas que entran en contacto con la proteina 
recien sintetizada a medida que se mueve por la pila de Golgi. 
Por ejemplo, la enzima transferasa de sialilo, que coloca un acido 
sialico en la position terminal de la cadena en celulas animales, 
se localiza en el extremo trans de la pila de Golgi, como era de 
esperarse si las glucoproteinas nuevas se movieran de manera 
continua hacia esta parte del organelo. En cambio con los feno- 
menos de glucosilacion que ocurren en el reticulo endoplasmico, 
que acoplan un solo oligosacarido central, los pasos de la glu¬ 
cosilacion en el aparato de Golgi pueden ser muy variados y 
producen dominios de carbohidrato con una notable diversidad 
en la secuencia. Una de las muchas vias posibles de glucosilacion 
se muestra en la figura 8-22. A diferencia de los oligosacaridos 
con enlaces N, cuya sintesis comienza en el reticulo endoplas¬ 
mico, los unidos con proteinas mediante enlaces 0 (fig. 4-10) se 
articulan dentro del aparato de Golgi. 


El aparato de Golgi tambien es el sitio donde se sintetiza 
la mayoria de los polisacaridos complejos de la celula, incluidas 
las cadenas de glucosaminoglucanos del proteoglucano que se 
muestran en la figura 7-9 a, asi como las pectinas y hemicelulosa 
de las paredes celulares de las plantas (vease fig. 7-37c). 

El movimiento de materiales a traves 
del aparato de Golgi 

Desde hace mucho ya se establecio que los materiales se mueven 
por los diversos compartimientos del aparato de Golgi; empero, 
dos nociones de la manera en que esto ocurre han dominado el 
campo durante anos. Hasta mediados del decenio de 1980 se 
aceptaba en general que las cisternas de Golgi eran estructuras 
transitorias. Se presuponia que las cisternas de Golgi formaban 
la cara cis de la pila mediante la fusion de los portadores mem- 
branosos desde el reticulo endoplasmico y el ERGIC y que cada 
cisterna se movia fisicamente desde el extremo cis al trans de 
la pila y cambiaba de composition conforme avanzaba. Esto se 
conoce como el modelo de maduracioii de las cisternas porque, de 
acuerdo con el modelo, cada cisterna “madura” a lo largo de la 
pila. 

De mediados del decenio de 1980 a mitad de la decada 
de 1990, el modelo de maduracion del movimiento de Golgi 
casi se abandono y se sustituyo por un modelo alternativo que 
proponia que las cisternas de una pila de Golgi permanecian en 
su sitio como compartimientos estables. En este ultimo modelo, 
que se conoce como modelo de transporte vesicular, el cargamen- 
to (proteinas secretoras, lisosomicas y de membrana) se lanza a 
traves de la pila de Golgi, desde la CGN hasta la TGN, en vesi- 
culas que se desprenden de un compartimiento de membrana y 
se fusionan con un compartimiento contiguo mas avanzado en 
la pila. El modelo de transporte vesicular se ilustra en la figu¬ 
ra 8-23 a y su aceptacion depende sobre todo de dos tipos de 
observaciones: 

1. Cada una de las diversas cisternas de Golgi de una pila tiene 
una poblacion distinta de enzimas residentes (fig. 8-21). 
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FIGURA 8-22 Pasos en la glucosilacion de un oligosacarido con enlace 
N de mamifero tipico en el aparato de Golgi. Despues del re tiro de los 
tres residuos de glucosa, varios residuos de manosa se eliminan, mientras 
diversos azucares (./V-acetilglucosamina, galactosa, fucosa y acido sialico) se 


agregan al oligosacarido por accion de glucosiltransferasas especificas. Estas 
enzimas son proteinas integrates de la membrana cuyos sitios activos estan 
dirigidos hacia las cisternas de Golgi. Esta es solo una de las numerosas vias 
de glucosilacion. 
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(a) Modelo de transporte vesicular 


(b) Modelo de maduracion de cisternas 
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FIGURA 8-23 La dinamica del transporte por el aparato de Golgi, a ) En el 

modelo de transporte vesicular, el cargamento (puntos negros) se lleva en 
sentido anterogrado en vesiculas de transporte, mientras que las cisternas 
mismas permanecen como elementos estables. b ) En el modelo de madu¬ 
racion de cisternas, estas progresan en forma gradual de la posicion cis a la 
trans y luego se dispersan en la TGN. Las vesiculas de transporte llevan 
enzimas residentes de Golgi (indicadas por las vesiculas de color) en sentido 
retrogrado. Los objetos con forma de lente representan grandes materiales 
de cargamento, como los complejos de procolagena de los fibroblastos. c) 
Micrografia electronica de un area del aparato de Golgi en un corte con- 
gelado delgado de una celula que se infecto con el virus de la estomatitis 
vesicular (VSV). Los puntos negros son particulas de oro nanometricas 
unidas mediante anticuerpos a la proteina VSVG, una molecula de carga¬ 


mento anterogrado. El cargamento se limita a las cisternas y no aparece en 
las vesiculas cercanas (flechas). a) Micrografia electronica similar a c pero 
en este caso las particulas de oro no estan unidas al cargamento, sino a la 
manosidasa II, una enzima residente de las cisternas mediales de Golgi. La 
enzima aparece en una vesicula (flecha) y en las cisternas. Se presume que la 
vesicula marcada transporta la enzima en sentido retrogrado para compen- 
sar el movimiento de avance de la enzima como resultado de la maduracion 
de las cisternas. La barra representa 0.2 pm. (C, tomada de Alexander 
A. Mironov et al., cortesia de Alberto Luini, J Cell Biol 155:1234, 
2001; D, tomada de Jose A. Martinez Menarguez, et al., cortesia de 
Judith Klumperman,J Cell Biol 155:1214,2001. Ambas con autori- 
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^Como podrian las diversas cisternas tener propiedades tan 
diferentes si cada cisterna diera origen a la que le sigue en la 
linea, como lo sugeria el modelo de maduracion de cisternas? 

2. Utilizando el microscopio electronico es posible reconocer 
grandes cantidades de vesiculas que se desprenden de los 
hordes de las cisternas de Golgi. En 1983, James Rothman 
y sus colegas de la Stanford University usaron preparaciones 
de membranas de Golgi acelulares (pag. 280) para demostrar 
que las vesiculas de transporte pueden desprenderse de las 
cisternas de Golgi y fusionarse con otra cisterna in vitro. Este 
experimento crucial establecio la base para una hipotesis que 
sugeria que dentro de la celula las vesiculas que llevan car¬ 
gamento se desprendian de cisternas cis y se fusionaban con 
otras situadas en posicion mas trans en la pila. 

Aunque ambos modelos de la funcion de Golgi todavia tienen 
defensores, el consenso de opinion regreso al modelo de madu¬ 
racion de cisternas. Algunas de las principales razones para este 
cambio son las siguientes: 

• El modelo de maduracion de las cisternas contempla un 
aparato de Golgi altamente dinamico en el cual los prin¬ 
cipales elementos del organelo, las cisternas, se forman 


continuamente en la cara cis y se dispersan a la cara trans. 
Segun esta idea, la existencia misma del aparato de Golgi 
en si depende del influjo continuo de transportadores desde 
el reticulo endoplasmico y el ERGIC. Como lo predice este 
modelo, cuando la formacion de transportadores en el reticu¬ 
lo endoplasmico es bloqueada por tratamiento de las celulas 
con farmacos especificos o por el uso de mutantes sensibles 
a la temperatura (pag. 279), el aparato de Golgi simplemente 
desaparece. Cuando se retira el farmaco o las celulas mutan¬ 
tes vuelven a colocarse a temperaturas propicias, el aparato de 
Golgi se reensambla con rapidez a medida que se renueva el 
transporte desde el reticulo endoplasmico. 

• Se puede demostrar que ciertos materiales que se producen 
en el reticulo endoplasmico y viajan por el aparato de Golgi 
permanecen en las cisternas de Golgi y nunca aparecen den¬ 
tro de las vesiculas de transporte relacionadas con el aparato 
de Golgi. Por ejemplo, los estudios con fibroblastos indican 
que grandes complejos de moleculas de procolagena (precur- 
sores de la colagena extracelular) se mueven de las cisternas 
cis a las trans sin salir nunca de la luz de la cisterna. 

• Hasta mediados del decenio de 1990 se asumio que las vesi¬ 
culas de transporte siempre se movian en sentido anterogrado 
(, adelante ), esto es, de un origen cis a un destino mas trans. 
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No obstante, una gran cantidad de evidencia indico que las 
vesiculas pueden moverse en sentido retrogrado (hacia atrds), 
es decir, de una membrana donante tram a una membrana 
receptora cis. 

• Estudios con celulas de levadura vivas en gemacion que con- 
tenian proteinas de Golgi con tincion fluorescente han mos- 
trado de manera directa que la composition de una cisterna 
de Golgi individual puede cambiar con el tiempo: desde una 
que contiene proteinas residentes tempranas de Golgi (cis) 
hasta una con proteinas residentes tardias de Golgi (trans). 
Los resultados de este experimento se muestran en la micro- 
grafia que abre el capitulo 18 y no son compatibles con el 
modelo de transporte vesicular. Queda por determinar si 
estos resultados obtenidos en levaduras pueden extrapolarse 
al aparato de Golgi de los mamiferos, que tiene una estructu- 
ra en palizada mas compleja. 

En la figura 8-23^ se presenta una version actual del modelo de 
maduracion de las cisternas. A diferencia de las versiones origi- 
nales del modelo de maduracion de cisternas, la version que se 
muestra en la figura 8-23 b reconoce el papel de las vesiculas de 
transporte, de las cuales ya se demostro que se desprenden de las 
membranas de Golgi. Sin embargo, en este modelo estas vesi¬ 
culas de transporte no lanzan el cargamento en sentido antero- 
grado, sino que transportan las enzimas residentes de Golgi en 
sentido retrogrado. Este modelo de transporte en el aparato de 
Golgi cuenta con el apoyo de las micrografias electronicas del 
tipo ilustrado en la figura 8-23 c, d. Estas micrografias muestran 
cortes ultradelgados de celulas de mamifero cultivadas, que se 
cortaron de un bloque congelado. En ambos casos, los cortes 
congelados se trataron con anticuerpos que estaban unidos con 
particulas de oro antes del examen al microscopio electronico. 
La figura 8-23r presenta un corte a traves del aparato de Golgi 
despues del tratamiento con anticuerpos marcados con oro que 
se unen con una proteina del cargamento, en este caso la pro- 
teina viral VSVG (pag. 278). Las moleculas de VSVG se hallan 
dentro de las cisternas, pero no en las vesiculas cercanas (fle- 
chas), lo que indica que el cargamento se traslada en sentido 
anterogrado dentro de las cisternas en maduracion, pero no den¬ 
tro de pequenas vesiculas de transporte. La figura 8-23*7 muestra 
un corte a traves de un aparato de Golgi despues del tratamiento 
con anticuerpos marcados con oro que se unen con una proteina 
residente del aparato de Golgi, en este caso la enzima procesa- 
dora manosidasa II. A diferencia de la proteina de cargamento 
VSVG, las moleculas de manosidasa II se encuentran en las cis- 
ternas y las vesiculas relacionadas (flecha), lo cual apoya la pro- 
puesta de que estas vesiculas se usan para transportar enzimas 
residentes de Golgi en sentido retrogrado. 

El modelo de maduracion de cisternas que se muestra en 
la figura 8-23 b explica como las diferentes cisternas de Golgi 
en una pila pueden tener una identidad unica. Por ejemplo, una 
enzima como la manosidasa II, que retira residuos de manosa de 
los oligosacaridos y se limita casi del todo a las cisternas medias 
(fig. 8-21), puede reciclarse hacia atras en vesiculas de transporte 
a medida que cada cisterna avanza hacia el extremo trans de la 
pila. Hay que senalar que varios de los investigadores promi- 
nentes aun continuan la discusion acerca de que el cargamento 
puede realizarse mediante vesiculas de transporte entre las cis¬ 
ternas de Golgi en sentido anterogrado. Por lo tanto, el asunto 
aun no esta zanjado. 


REVISION 


1. Describa los pasos que ocurren cuando una proteina 
soluble, como una enzima digestiva en una celula pan- 
creatica, se mueve del RER a la cisterna cis de Golgi, y 
desde la cisterna cis a la red trans de Golgi. 

2. ^Cual es el papel del fosfato de dolicol en la sintesis de 
las glucoproteinas de membrana?, ^como se determina 
la secuencia de los azucares unidos con la proteina? 

3. ^Que comparacion puede establecerse entre el proceso 
de glucosilacion en el aparato de Golgi y el del reticulo 
endoplasmico rugoso? 

4. jComo puede conciliarse el modelo de maduracion de 
cisternas de la actividad en el aparato de Golgi con la 
presencia de vesiculas de transporte en la region de este 
organelo? 


8.5 TiPOS DE TRANSPORTE EN VESICULAS _ 

Y SUS FUNCIONES 

La via biosintetica de una celula eucariota consiste en 
una serie de distintos organelos limitados por membrana que 
participan en la sintesis, modification y entrega de proteinas 
solubles y membranosas en su destino apropiado en la celula. 
Como se ilustra en la figura 8-2 a, los materiales son transpor- 
tados entre compartimientos por vesiculas (u otros tipos de 
transportadores limitados por membrana) que se desprenden 
de membranas donantes y se fusionan con las membranas recep- 
toras. Si se revisan micrografias electronicas en busca de vesiculas 
atrapadas en el acto de desprenderse, se encuentra que la mayo- 
ria de estas yemas membranosas estan cubiertas en su superficie 
citosolica por una capa electrodensa “difusa”. Un analisis mas 
cuidadoso revela que la capa tenida de color oscuro consta de 
una cubierta proteinica formada por proteinas solubles que se 
ensamblan en la superficie citosolica de la membrana donante 
en sitios en que ocurre el desprendimiento de las vesiculas. El 
ensamblaje es iniciado por la activation de una pequena protei¬ 
na G que es reclutada especificamente en ese sitio. Cada yema 
cubierta se desprende para formar una vesicula cubierta, como 
la que se muestra en la figura 8-24. Se pueden formar vesiculas 
de tamano y estructura similares en sistemas fibres de celulas, 
como se ilustra en la figura 8-6. (El descubrimiento de las vesi¬ 
culas cubiertas se trata en la section Vias experimentales al final 
del capitulo.) 

Las cubiertas de proteina tienen por lo menos dos funciones 
distintas: a) actuan como dispositivo mecanico que hace que la 
membrana se curve y forme una vesicula desprendible y b) pro- 
porcionan un mecanismo para seleccionar los componentes que 
transporta la vesicula. Los componentes seleccionados incluyen: 
a) cargamento consistente en proteinas secretoras, lisosomicas y 
de membrana que deben transportarse y b) la estructura necesa- 
ria para dirigir y conectar la vesicula con la membrana receptora 
correcta (pag. 304). Como se explica mas adelante, las cubiertas 
proteicas son capaces de hacer estas selecciones en virtud de su 
afinidad especifica por las “colas” citosolicas de las proteinas inte¬ 
grates que residen en la membrana donante (vease fig. 8-25 b). 
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FIGURA 8-24 Vesiculas cubiertas. 

Estas micrografias electronicas 
muestran que la superficie exter¬ 
na (citosolica) de las membra- 
nas de estas vesiculas posee una 
cubierta proteica distintiva. La 
primera micrografia ( a ) muestra 
una vesicula cubierta con COP- 
II, mientras que la segunda (b) 
muestra una vesicula cubierta de 
COP-I. (CORTESIA DE RANDY 
SCHEKMAN Y LeLIO OrCI.) 



Se han identificado diferentes clases de vesiculas cubiertas; 
se distinguen por las proteinas que conforman la cubierta, su 
apariencia al microscopio electronico y su papel en el transi- 
to celular. Las tres vesiculas cubiertas mejor estudiadas son las 
siguientes: 

1 . Las vesiculas cubiertas con COP-II (fig. 8-24 a) despla- 
zan materiales del reticulo endoplasmico “hacia adelante” al 
ERGIC y al aparato de Golgi. (Recuerdese que en la pagina 
293 se menciono que el ERGIC es el compartimiento inter- 
medio situado entre el reticulo endoplasmico y el aparato de 
Golgi.) (COP es una sigla para las proteinas de cubierta, del 
ingles coat proteins) 

2. Las vesiculas cubiertas con COP-I (fig. 8-24$) mueven 
materiales en sentido retrogrado: a) del ERGIC y pila de 
Golgi “hacia atras” al ER y b) de las cisternas Golgi trans 
“de regreso” a las cisternas Golgi cis (vease fig. 8-25a). 

3. Las vesiculas cubiertas con clatrina movilizan materiales 
de la TGN a los endosomas, lisosomas y vacuolas vegetales. 
Tambien mueven materiales de la membrana plasmatica a los 
compartimientos citoplasmicos a lo largo de la via endocitica. 
Asimismo, se han referido en el transito de los endosomas y 
los lisosomas. 

En las secciones siguientes se considera cada tipo de vesicula 
cubierta. 5 La figura 8-25 a presenta un resumen de los diversos 
pasos del transporte en la via biosintetica o secretora mediados 
por cada una de estas vesiculas cubiertas. 


5 Aunque en la exposition se enfatiza en las moleculas de protelna de la cubierta y la 
vesicula, los fosfollpidos de la membrana de la vesicula tambien tienen un cometido 
relevante. Como se expone en el capitulo 15, es posible agregar grupos fosfato en 
diferentes posiciones del anillo de azucar del fosfolipido fosfatidilinositol (PI), lo 
cual los convierte en fosfoinositidos (vease fig. 15-23). Los anillos fosforilados de 
estos fosfoinositidos residen en la superficie de la membrana, donde pueden ser 
reconocidos y enlazados por proteinas especificas. Diversos fosfoinositidos se con- 
centran en distintos compartimientos de la membrana, lo cual ayuda a dar a cada 
compartimiento una “identidad de superficie” unica. Por ejemplo, la hoja interna de 
la membrana plasmatica tiende a contener altas concentraciones de PI(4,5)P 2 , que 
tienen una participation importante en el envio de proteinas, como la clatrina, a sitios 
de endocitosis (pag. 313). Es posible que una especie de lipido como PI(4,5)P 2 tenga 
una funcion reguladora dinamica porque se puede formar y destruir con rapidez por 
efecto de enzimas localizadas en sitios y momentos particulares dentro de la celula. 


Vesiculas cubiertas con COP-II: transporte 
de cargamento del reticulo endoplasmico 
al aparato de Golgi 

Las vesiculas cubiertas con COP-II median la primera rama del 
traslado por la via biosintetica, del ER al ERGIC y la red de 
Golgi cis (fig. 8-25 a, $). La cubierta COP-II contiene cinco pro¬ 
teinas que se identificaron por primera vez en celulas mutantes de 
levaduras que no podian realizar el transporte del ER al aparato 
de Golgi. Mas tarde se encontraron homologos de las protei¬ 
nas de levaduras en las cubiertas de vesiculas que se desprenden 
del ER en celulas de mamiferos. Los anticuerpos contra las pro¬ 
teinas de la cubierta COP-II bloquean el desprendimiento de las 
vesiculas de las membranas del ER, pero no tienen efecto en el 
movimiento de cargamento en otras etapas en la via secretora. 

Se cree que las cubiertas de COP-Il seleccionan y concen- 
tran ciertos componentes para el transporte en vesiculas. Ciertas 
proteinas integrales de membrana del ER se capturan en forma 
selectiva porque contienen senates de “exportation del ER” como 
parte de su cola citosolica. Estas senates interaction de manera 
especifica con las proteinas COP-II de la cubierta de vesicula (fig. 
8-25$). Las proteinas seleccionadas por las vesiculas cubiertas con 
COP-II incluyen: a) enzimas que actuan en las etapas avanzadas 
de la via biosintetica, como las glucosiltransferasas del aparato de 
Golgi (indicadas como proteinas de membrana anaranjadas en la 
fig. 8-25$); b) proteinas de membrana participantes en la fijacion 
y fusion de la vesicula con el compartimiento bianco, y c) proteinas 
de membrana que pueden unirse con cargamento soluble (como 
las proteinas secretoras, indicadas con las esferas rojas en la figura 
8-25$). Las mutaciones en uno de estos receptores de cargamento 
se han vinculado con un trastorno hemorragico hereditario. Las 
personas con esta anormalidad no secretan ciertos factores de coa¬ 
gulation que promueven la coagulation sanguinea. 

Entre las proteinas de cubierta COP-II se encuentra una 
pequena proteina G llamada Sari, que es reclutada especifica- 
mente en la membrana del reticulo endoplasmico. Como otras 
proteinas G, Sari tiene una funcion reguladora, en este caso 
en el initio de la formation de la vesicula y la regulation del 
ensamblaje de la cubierta de la vesicula. Estas actividades se 
ilustran en la figura 8-26. En el paso 1 de la figura 8-26a, Sari 
es reclutada en la membrana del reticulo endoplasmico en la 
forma unida a GDP y es inducida a intercambiar su GDP por 
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una molecula de GTP. A1 unirse a GTP, Sari sufre un cambio 
de conformation que hace que la helice a N terminal se inserte 
en la hoja citosolica de la bicapa del reticulo endoplasmico (paso 
2). Se ha demostrado que este suceso dobla la bicapa lipidica, 
lo cual constituye un paso importante en la conversion de una 
membrana aplanada en una vesicula esferica. Es probable que a 
la flexion de la membrana contribuya un cambio en el empaque 
de los lipidos que constituyen las dos hojas de la bicapa. En el 
paso 3, el complejo Sarl-GTP ha reclutado dos polipeptidos 
mas de la cubierta COP-II, que se unen como un dimero “con 
forma de platano”. Debido a su curvatura, este dimero aporta 
presion adicional a la superficie de la membrana para ayudar aun 
mas a dark su forma de yema redondeada. En la figura 8-26^ se 
muestra una representation de una vesicula de 60 nm con esta 



parte de la cubierta COP-II unida a su superficie. En la figura 
8-26 a, paso 4, las subunidades restantes de COP-II se unen a la 
membrana para formar el andamiaje estructural de la cubierta 
proteinica. Finalmente, la yema se separa de la membrana del 
reticulo endoplasmico en la forma de una vesicula cubierta de 
COP-II. Antes que la vesicula cubierta pueda fusionarse con 
una membrana bianco, la cubierta proteica debe desarticularse 
y sus componentes liberarse hacia el citosol. El desacoplamien- 
to se inicia por la hidrolisis del GTP unido para producir una 
subunidad Sarl-GDP, que tiene menor afinidad por la membra¬ 
na de la vesicula. La separation de Sarl-GDP de la membrana 
va seguida de la liberation de otras subunidades COP-II. 


Vesiculas cubiertas con COP-1: transporte 
de proteinas escapadas de regreso 
al reticulo endoplasmico 

Las vesiculas cubiertas con COP-I se identificaron por primera 
vez en experimentos en los que las celulas se trataron con mole- 
culas de estructura similar al GTP (analogos de GTP), pero a 
diferencia de este, no pueden hidrolizarse. En estas condiciones, 


FIGURA 8-25 Propuesta del movimiento de materiales mediante el trans- 
porte vesicular entre los compartimientos membranosos de la via bio- 
sintetica/secretora. a) Se cree que los tres tipos diferentes de vesiculas 
cubiertas indicadas en este dibujo tienen distintos papeles en el transporte. 
Las vesiculas cubiertas con COP-II median el transporte del ER al ERGIC 
y al aparato de Golgi. Las vesiculas cubiertas con COP-I regresan las pro- 
teinas del ERGIC y aparato de Golgi al ER. Las vesiculas cubiertas con 
COP-I tambien trasladan las enzimas de Golgi entre las cisternas en sen- 
tido retrogrado. Las vesiculas cubiertas con clatrina se encargan del trans¬ 
porte de laTGN a los endosomas y lisosomas. En esta representation no se 
muestra el transporte de materiales a lo largo de la via endocitica. b ) Lus¬ 
tration del ensamble de una vesicula cubierta con COP-II. El ensamblaje 
comienza cuando Sari es enviada a la membrana del reticulo endoplasmico 
y se activa por intercambio del GDP que lleva unido por GTP. Estos pasos 
se muestran en la figura 8-26. Las proteinas de cargamento de la luz del ER 
(esferas y rombos rojos) se unen con los extremos luminales de los recepto- 
res transmembranosos para cargamento. A continuation, estos receptores se 
concentran en la vesicula cubierta mediante la interaction de sus colas cito- 
solicas con componentes de la cubierta COP-II. Las proteinas residentes 
del ER (p. ej., BiP) casi siempre se excluyen de las vesiculas cubiertas (esfe¬ 
ras azules). Las que llegan a incluirse en una vesicula cubierta se regresan 
al ER como se describe mas adelante en el texto. Una de las proteinas de la 
cubierta COP-II, Sec24, puede encontrarse por lo menos en cuatro isofor¬ 
mas distintas. Es probable que las isoformas de esta proteina reconozcan y 
se unan a las proteinas de membrana con diferentes senales clasificadoras, lo 
que amplia la especificidad en tipos de materiales que pueden transportarse 
en las vesiculas COP-II. 
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FIGURA 8-26 Funciones propuestas de las proteinas cubiertas de COP- 
II en la generation de la curvatura de la membrana, el ensamblaje de la 
cubierta protemicay la captura de cargamento. a) En el paso 1, las mole- 
culas de Sari-GDP han sido enviadas a la membrana del retfculo endoplas- 
mico por una protefna llamada GEF (factor de intercambio de guanina) que 
cataliza el intercambio del GDP unido por GTP unido. En el paso 2, cada 
molecula de Sari-GTP ha extendido una helice a digitiforme a lo largo de 
la membrana dentro de la hoja citosolica. Este suceso induce la curvatura 
de la bicapa lipfdica en ese sitio. En el paso 3, un dfmero formado por dos 
polipeptidos COP-II (Sec23 y Sec24) ha sido reclutado por la molecula Sarl- 
GTP unida. Se piensa que el dfmero Sec23-Sec24 induce un aumento de la 
curvatura de la membrana durante la formacion de la vesfcula. Tanto Sari 
como Sec23-Sec24 pueden contribuir a la curvatura de la membrana cuando 
se incuban con liposomas sinteticos in vitro. Dentro de la vesfcula de COP- 
II en formacion se acumulan receptores de cargamento transmembranosos, 
y sus colas citosolicas se unen al polipeptido Sec24 de la cubierta de COP- 
II. En el paso 4, los polipeptidos COP-II restantes (Secl3 y Sec31) se han 
unido al complejo para formar una capa estructural externa de la cubierta. 
b ) Vista esquematica de un complejo Sec23-Sec24-Sarl individual unido a 
la superficie de una “vesfcula” de 60 nm. Esta imagen muestra los tamanos 
relativos de las proteinas COP-II individuales respecto al de la vesfcula, y 
el modo en que la superficie interna del complejo protefnico se ajusta a la 
curvatura de la vesfcula. ( B , tomada de Lincoln C. Bickford, Elena 
Mossessova y Jonathan Goldberg, Curr. Opin. Struct. Biol. 14:150, 
2004; copyright 2004, con autorizacion de Elsevier Science.) 



las vesiculas cubiertas con COP-I se acumularon dentro de la 
celula (fig. 8-27) y se pudieron aislar de las celulas homogeneiza- 
das mediante centrifugation por gradiente de densidad (section 
18.6). Las vesiculas cubiertas con COP-I se acumulan en pre- 
sencia de un analogo de GTP no hidrolizable porque, como sus 
contrapartes COP-II, la cubierta posee una proteina de union 
con GTP llamada ARF1, cuyo GTP unido debe hidrolizarse 
antes de desarticularse la cubierta. Las vesiculas cubiertas con 
COP-I median el transporte retrogrado de proteinas, incluido el 
movimiento de: a) las enzimas residentes en el aparato de Golgi 
en direction trans a cis (como se indica en la figura 8-23(7, que 
muestra una molecula de manosidasa II marcada con oro en una 
vesfcula COP-I) y b) enzimas residentes del ER del ERGIC 
y el complejo Golgi de regreso al ER (fig. 8-25«). Para compren- 
der el papel de las vesiculas cubiertas con COP-I en el transpor¬ 
te retrogrado hay que considerar un tema mas general. 

Conservation y recuperation de las proteinas residentes 
del retfculo endoplasmico Si las vesiculas se desprenden en 
forma continua de los compartimientos de membrana, <;c6mo es 



FIGURA 8-27 Acumulacion de vesiculas cubiertas con COP-I. Esta micro- 
graffa muestra el aparato de Golgi de una celula permeabilizada que se trato 
con un analogo de GTP no hidrolizable (GTPyS). Se reconocen muchas 
vesiculas cubiertas con COP-I y yemas cubiertas. La cubierta COP-I con- 
tiene siete proteinas distintas, ademas de la protefna de union con GTP 
ARF1. (Tomada de James E. Rothman y Lelio Orci, FASEB J 4:1467, 
1990.) 
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que cada compartimiento conserva su composition unica?, ^que 
determina, por ejemplo, si una proteina particular de la membra- 
na del ER permanece en el o se dirige al aparato de Golgi? Los 
estudios sugieren que las proteinas se mantienen en un organelo 
por la combination de dos mecanismos: a) retention de mole- 
culas residentes que se excluyen de las vesiculas de transporte 
y b) recuperation de las moleculas “fugitivas” para devolverlas al 
compartimiento en el que residen. 

Las proteinas que habitualmente residen en el ER, sea en la 
luz o la membrana, contienen secuencias cortas de aminoacidos 
en su extremo C que sirven como senates de recuperation , lo que 
asegura su regreso al ER en caso que se trasladen por accidente 
hacia el ERGIC o aparato de Golgi. La recuperacion de las pro¬ 
teinas del ER“que escaparon’de estos compartimientos se reali- 
za mediante receptores especificos que capturan las moleculas y 
las regresan al ER en vesiculas cubiertas con COP-I (fig. 8-25 a, 
8-28). Las proteinas solubles residentes de la luz del ER (como 
la isomerasa de disulfuro de proteinas y las chaperonas molecu- 
lares que facilitan el plegamiento) casi siempre tienen la senal 
de recuperacion “lis-asp-glu-leu” (o KDEL en la nomenclatu- 



FIGURA 8-28 Recuperacion de proteinas del ER. Las proteinas residentes 
del ER contienen secuencias de aminoacidos que permiten su recupera¬ 
cion del aparato de Golgi si se incorporan de manera accidental en una 
vesfcula de transporte de Golgi. Las proteinas solubles del ER tienen la 
senal de recuperacion KDEL, mientras que las proteinas de membrana del 
ER poseen la senal KKXX. La recuperacion se realiza cuando las proteinas 
solubles del ER se unen con receptores para KDEL que se encuentran en 
la pared membranosa de los compartimientos cis de Golgi. A su vez, los 
receptores KDEL, que tienen la senal KKXX se unen con proteinas de la 
cubierta COP-I, lo que permite que todo el complejo se recicle de nueva 
cuenta al reticulo endoplasmico. 


ra de una sola letra). Como se muestra en la figura 8-28, estas 
proteinas se reconocen y regresan al ER por el receptor KDEL, 
una proteina integral de la membrana que se traslada entre los 
compartimientos Golgi cis y el ER. Si la secuencia KDEL se 
borra de una proteina del ER, las proteinas fugitivas no regresan 
al ER, sino que se trasladan al aparato de Golgi. Por el contra- 
rio, cuando se manipula una celula con ingenieria genetica para 
que exprese una proteina lisosomica o secretora que contiene 
un extremo C KDEL adicional, esa proteina se regresa al ER 
en lugar de enviarse a su destino apropiado. Las proteinas de 
membrana residentes del ER, como el receptor SRP, tambien 
tienen una senal de recuperacion en su extremo C (casi siem¬ 
pre KKXX, donde K es lisina y X es cualquier aminoacido) que 
se une con la cubierta COP-I, lo que facilita su regreso al ER. 
Cada compartimiento de membrana en la via biosintetica puede 
tener sus propias senales de recuperacion unicas, lo que ayuda a 
explicar como cada compartimiento mantiene su complemento 
unico de proteinas a pesar del movimiento constante de vesicu¬ 
las que entran y salen del compartimiento. 

Mas alia del aparato de Golgi: 
ordenamiento de proteinas en el TGN 

A pesar de la description de las vesiculas de transporte, aun hay 
que examinar como una proteina particular sintetizada en el ER 
se dirige a un destino celular particular. Es importante que una 
celula sea capaz de distinguir entre las diversas proteinas que 
elabora. Por ejemplo, una celula pancreatica tiene que separar 
las enzimas digestivas nuevas que se secretan a un conducto 
de las moleculas de adhesion celular recien sintetizadas que al 
final se instalan en la membrana plasmatica y de las enzimas 
lisosomicas que se dirigen a los lisosomas. Esto se logra cuando 
la celula separa las proteinas destinadas a sitios diferentes en 
distintos portadores limitados por membranas. La red trans de 
Golgi (TGN), que es la ultima estacion en el aparato de Golgi, 
funciona como una instancia clasificadora y dirige las proteinas 
hacia diversos destinos. La mas conocida de las vias posteriores 
del aparato de Golgi es la que lleva enzimas lisosomicas. 

Ordenamiento y transporte de enzimas lisosomicas Las 

proteinas lisosomicas se sintetizan en ribosomas unidos con la 
membrana en el ER y se transportan al aparato de Golgi junto 
con otros tipos de proteinas. Una vez en las cisternas de Golgi, 
ciertas enzimas reconocen a las enzimas lisosomicas solubles y 
catalizan la adicion de un grupo fosfato en dos pasos a ciertos 
azucares manosa de las cadenas de carbohidrato con enlaces N 
(fig. 8-29 a). Por lo tanto, a diferencia de otras glucoproteinas 
separadas en la TGN, las enzimas lisosomicas tienen residuos 
de manosa fosforilados que actuan como senales de reconoci- 
miento. Este mecanismo de separation de proteinas se descu- 
brio mediante estudios en celulas de seres humanos que carecian 
de las enzimas participantes en la adicion de fosfato (descrito 
en Perspectiva humana, pag. 309). Los receptores para manosa 6- 
fosfato ( MPR ) reconocen y capturan a las enzimas lisosomicas 
que llevan la serial manosa 6-fosfato; los receptores son protei¬ 
nas integrales de la membrana que cruzan las membranas de la 
TGN (fig. 8-29 b). 

Las enzimas lisosomicas se transportan desde la TGN 
en vesiculas cubiertas con clatrina (el tercer y ultimo tipo de 
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FIGURA 8-29 Direccion de las enzimas lisosomicas a los lisosomas. a) 

Hay una enzima en las cisternas cis que reconoce a las enzimas lisosomi¬ 
cas y transfiere una M-acetilglucosamina fosforilada de un donante azucar 
nucleotido a uno o mas residuos de manosa de oligosacaridos con enlace N. 
Despues, la fraccion glucosamina se retira en un segundo paso por action 
de una segunda enzima, lo que deja residuos de manosa 6-fosfato como 
parte de la cadena de oligosacarido. b ) Esquema que muestra las vfas que 
sigue una enzima lisosomica (negro) desde el sitio de sintesis en el ER hasta 
su entrega al lisosoma. Los residuos de manosa de la enzima lisosomica se 
fosforilan en las cisternas de Golgi (paso 1) y luego se incorporan en forma 
selectiva en la vesfcula cubierta con clatrina en laTGN (paso 2). Se cree que 
los receptores para manosa 6-fosfato tienen una doble fiincion: interactuan 
en forma especifica con las enzimas lisosomicas en el lado luminal de la 
vesfcula y hacen de manera especifica con los adaptadores en la superficie 
citosolica de la vesfcula (se muestra en la figura 8-30). Los receptores para 
manosa 6-fosfato se separan de las enzimas (paso 4) y regresan al aparato de 
Golgi (paso 5). Las enzimas lisosomicas quedan a disposition de un endo- 
soma y al final de un lisosoma. Los receptores para manosa 6-fosfato tam- 
bien estan presentes en la membrana plasmatica, donde pueden capturar 
enzimas lisosomicas que se secretan hacia el espacio extracelular y regresan 
las enzimas a una via que las dirige a un lisosoma (paso 6). 
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FIGURA 8-30 Formation de vesiculas cubiertas con clatrina en 

"" la red trans de Golgi. Las vesiculas cubiertas con clatrina que 
se desprenden de la TGN contienen GGA, una protefna adaptadora con- 
sistente en varios dominios distintos. Uno de los dominios de GGA se une 
con los dominios citosolicos de las protefnas de membrana, incluidas las que 
al final se instalan en la membrana limitante del lisosoma y tambien el MPR 
que transporta enzimas lisosomicas. Otros dominios de GGA se unen con 
ARF1 y con la red citosolica circundante de moleculas de clatrina. 


vesiculas cubiertas que deben describirse). La estructura de 
las vesiculas cubiertas con clatrina se aborda en la pagina 313 
junto con la endocitosis, un proceso que se conoce mejor que el 
desprendimiento de vesiculas en la TGN. Por ahora es suficien- 
te con senalar que las cubiertas de estas vesiculas contienen: a) 
una celosia externa parecida a un panal formada por la proteina 
clatrina, la cual constituye un soporte estructural, y b) una capa 


interna formada por adaptadores de proteina que cubre la super¬ 
ficie de la membrana de la vesfcula y que esta dirigida hacia el 
citosol (fig. 8-30). El termino “adaptador” alude a una molecula 
que vincula dos tipos diferentes de materiales. Las enzimas liso¬ 
somicas estan flanqueadas desde la TGN por una familia recien 
descubierta de proteinas adaptadoras llamadas GGA. 
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Como se indica en el recuadro de la figura 8-30, una mole- 
cula de GGA tiene varios dominios, cada uno capaz de sujetar 
una proteina diferente que participa en la formacion de vesicu- 
las. Los extremos exteriores de los adaptadores GGA se unen 
con las moleculas de clatrina, con lo que fijan la configuracion 
de clatrina a la superficie de la vesicula. En la superficie interna, 
los adaptadores GGA se unen con una serial clasificadora en las 
colas citosolicas de los receptores para manosa 6-fosfato. A su 
vez, estos MPR se unen con las enzimas lisosomicas solubles 
dentro de la luz de la vesicula (fig. 8-30, recuadro). Como resul- 
tado de estas interacciones con los adaptadores GGA, los MPR 
de la membrana de la red trans de Golgi y las enzimas lisoso¬ 
micas dentro de la luz de la TGN se concentran en las vesiculas 
cubiertas con clatrina. Como sucede con la formacion de vesicu¬ 
las con COP-I y COP-II, la production de vesiculas cubiertas 
con clatrina comienza con el reclutamiento en la membrana de 
una pequena proteina para union con GTP, en este caso ARF1, 
que establece las condiciones para la union de las otras proteinas 
de la cubierta. Una vez que la vesicula se desprende de la TGN, 
la cubierta de clatrina se pierde y la vesicula descubierta avanza a 
su destino, el cual puede ser un endosoma temprano, endosoma 
tardio o vacuola en una celula vegetal. Antes de llegar a alguno 
de estos organelos, los MPR se separan de las enzimas lisosomi¬ 
cas y regresan a la TGN (fig. 8-29 b) para iniciar otra ronda de 
transporte de enzima lisosomica. 

Separation y transporte de proteinas no lisosomicas Las 
proteinas lisosomicas no son los unicos materiales que abando- 
nan la TGN. Como se indica en la figura 8-2, las proteinas de 
membrana destinadas a la membrana plasmatica y los mate¬ 
riales secretores destinados a la exportation fuera de la celula 
tambien se transportan desde la TGN, pero se sabe poco de los 
mecanismos implicados. De acuerdo con un modelo, los porta- 
dores membranosos se producen cuando la TGN se fragmenta 
en vesiculas y tubulos de diversos tamanos. Este concepto se 
adapta al modelo de maduracion de cisternas, que propone que 
las cisternas del aparato de Golgi se mueven en forma con- 
tinua en direction a la TGN, donde tendrian que dispersarse 
para permitir la maduracion continua de la pila del Golgi. Se 
cree que las proteinas que se descargan a la celula mediante 
un proceso de secretion regulada, como el caso de las enzimas 
digestivas y las hormonas, forman agregados selectivos que al 
final se retienen en granulos secretores grandes y muy concen- 
trados. Parece que estos agregados quedan atrapados cuando los 
granulos secretores se desprenden de los bordes de las cisternas 
tram de Golgi y la TGN. Despues, los granulos secretores se 
almacenan en el citoplasma hasta que su contenido se libera 
despues que la celula recibe la estimulacion de una hormona o 
impulso nervioso. 

La entrega dirigida de las proteinas integrales a la mem¬ 
brana plasmatica parece basarse sobre todo en las senales 
de separation en los dominios citoplasmicos de las proteinas de 
membrana. Hay muchas investigaciones que se han enfocado en 
celulas polarizadas, como las que se muestran en la figura 8-11. 
En estas celulas, las proteinas de membrana destinadas a residir 
en la portion apical de la membrana plasmatica contienen dife- 
rentes senales de separation respecto de las de proteinas desti¬ 
nadas a la portion lateral o basal. Es posible que las proteinas 
plasmaticas de celulas no polarizadas, como los fibroblastos ylos 
leucocitos, no requieran senales de separation especiales. Tal vez 


estas proteinas tan solo se trasladen de la TGN a la superficie 
celular en vesiculas de la via secretora constitutiva (fig. 8-2 b). 

Direccionamiento de las vesiculas 
a un compartimiento particular 

La fusion de las vesiculas requiere interacciones especificas 
entre membranas diferentes. Por ejemplo, las vesiculas del ER 
se fusionan con el ERGIC o red cis de Golgi y no con una cis- 
terna trans. La fusion selectiva es uno de los factores que asegura 
un flujo directo por los compartimientos membranosos de la 
celula. A pesar de un gran esfiierzo de investigation, aun no se 
comprenden del todo los mecanismos por medio de los cuales 
las celulas dirigen a las vesiculas a compartimientos especiales. 
Se asume que una vesicula contiene proteinas especificas rela- 
cionadas con su membrana que regulan los movimientos y el 
potential de fusion de esa vesicula. Para comprender la natura- 
leza de estas proteinas, se consideran los pasos que ocurren entre 
el desprendimiento de la vesicula y la fusion de la vesicula. 

1. Movimiento de la vesicula hacia el compartimiento bian¬ 
co especifico. En muchos casos, las vesiculas membranosas 
deben viajar distancias considerables en el citoplasma antes 
de llegar a su objetivo final. Estos tipos de movimiento estan 
mediados sobre todo por microtubulos, que actuan como las 
vias de un tren que lleva contenedores con cargamento a lo 
largo de un trayecto definido hacia un destino predetermi- 
nado. Por ejemplo, los portadores membranosos que se ven 
en la figura 8-19 se mueven del ERGIC al aparato de Golgi 
mediante microtubulos. 

2. Fijacion de las vesiculas al compartimiento bianco. Los estu- 
dios microscopicos indican que las vesiculas con frecuencia 
se “fijan” a un supuesto compartimiento bianco, como una 
cisterna de Golgi, mediante proteinas fibrosas extendidas 
(fig. 8-31a). Se ha postulado la hipotesis de que la fijacion 
es una etapa temprana del proceso de fusion vesicular que 
requiere cierta especificidad entre la vesicula y el compar¬ 
timiento bianco. Gran parte de esta especificidad puede 
conferirla una familia de pequenas proteinas de union con 
GTP llamadas Rab, que se relacionan con las membranas 
mediante una fijacion lipidica. Con mas de 60 genes Rab 
diferentes identificados en los seres humanos, estas proteinas 
constituyen el grupo mas diverso de proteinas participantes 
en el transito de membrana. Mas importante es que distin- 
tas proteinas Rab se vinculan con diferentes compartimien¬ 
tos de membrana. Esta localization preferential da a cada 
compartimiento una identidad de superficie unica, necesaria 
para reclutar las proteinas implicadas en la especificidad de 
direccionamiento. Se piensa que en su estado unido a GTP, 
las Rab congregan proteinas citosolicas de fijacion especificas 
en superficies especificas de la membrana (fig. 8-31«). Como 
se muestra en la figura 9-52 b, las Rab tambien participan en 
el reclutamiento de las proteinas motoras que transportan 
vesiculas membranosas a traves del citoplasma. 

3. Acoplamiento de las vesiculas al compartimiento bianco. En 
algun momento durante el proceso que conduce a la fusion 
vesicular, las membranas de la vesicula y el compartimien¬ 
to bianco entran en contacto estrecho como resultado de 
la interaction entre las regiones citosolicas de las proteinas 
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FIGURA 8-31 Pasos propuestos en el direccionamiento de vesiculas de 
transporte a las membranas bianco, a) Segun este modelo, en el recluta- 
miento de una o mas proteinas fijadoras que median el contacto entre las 
dos membranas, participan proteinas Rab presentes en la vesicula y en la 
membrana bianco, b ) Durante la etapa de acoplamiento que lleva a la fusion 
de las membranas, una SNARE-v presente en la membrana de la vesicula 
interactua con las SNARE-t situados en la membrana bianco para formar 
un haz helicoidal a de cuatro cadenas que pone las dos membranas en con¬ 
tacto estrecho (vease la siguiente figura). En los casos que se describen en 
el texto, SNAP-25, uno de los SNARE-t, es una proteina de membrana 
periferica y no tiene un dominio transmembranoso. SNAP-25 contribuye 
con dos helices al haz de cuatro helices de SNARE. 


integrates de las dos membranas. Las proteinas clave que 
participan en estas interacciones se conocen como SNARE y 
constituyen una familia de mas de 35 proteinas de membrana 
cuyos miembros se localizan en compartimientos subcelula- 
res especificos. Aunque las proteinas SNARE tienen estruc- 
turas y tamanos muy diversos, todas poseen un segmento en 
su dominio citosolico llamado motivo SNARE que consiste 
en 60 a 70 aminoacidos capaces de formar un complejo con 


otro motivo SNARE. Las SNARE pueden dividirse en dos 
categorias, SNARE-v, que se incorporan en las membranas 
de vesiculas de transporte durante el desprendimiento, y 
SNARE-t, que se localizan en las membranas de los compar¬ 
timientos bianco (fig. 8-31A). Las SNARE mejor estudiadas 
son las que median el acoplamiento de vesiculas sinapticas 
con la membrana presinaptica durante la liberation regulada 
de neurotransmisores (pag. 168). En este caso, la membrana 
citoplasmica de la celula nerviosa contiene dos SNARE-t, 
sintaxina y SNAP-25, en tanto que la membrana de la vesi¬ 
cula sinaptica contiene una sola SNARE-v, la sinaptobrevi- 
na. Cuando la vesicula sinaptica y la membrana presinaptica 
se aproximan una a la otra, los motivos SNARE de las mole- 
culas SNARE-t y v de las membranas proximas interactuan 
para formar haces de cuatro hebras como se muestra en la 
figura 8-32 a. Cada haz consiste en cuatro helices alfa, dos 
donadas por SNAP-25 y una por la sintaxina y la sinapto- 
brevina, respectivamente. Juntas, estas helices alfa paralelas 
forman un rizo entretejido ajustado que tira de las dos bica- 
pas de lipidos y las aproxima bastante (fig. 8-317 y 8-32a). La 
formation de haces similares helicoidales de cuatro cadenas 
tiene lugar entre otras proteinas SNARE en otros sitios de la 
celula, en dondequiera que las membranas esten destinadas a 
fusionarse. Es interesante senalar que las proteinas SNARE 
de la vesicula sinaptica y la membrana presinaptica son 
los blancos de dos de las toxinas bacterianas mas potentes: 
las causantes del botulismo y el tetanos. Estas toxinas letales 
actuan como proteasas cuyo unico sustrato conocido son 
las SNARE. La escision de las SNARE neuronales por las 
toxinas bloquea la liberation de neurotransmisores, lo que 
causa paralisis. 

4. Fusion entre las membranas de la vesiculay el bianco. Cuando 
las vesiculas artificiales de lipidos (liposomas) con SNARE-t 
purificada se mezclan con liposomas que contienen una 
SNARE-v purificada, los dos tipos de vesiculas se fusionan 
entre si, pero no las vesiculas del mismo tipo. Este hallazgo 
indica que las interacciones entre las proteinas SNARE-t yv 
son capaces de unir dos bicapas de lipidos con la fuerza sufi- 
ciente para hacer que se fusionen (fig. 8-327, c). Sin embargo, 
hay mucha evidencia que sugiere que aunque la interaction 
entre las proteinas SNARE-v y t es necesaria para la fusion 
de las membranas, no es suficiente por si misma para inducir 
la fusion dentro de una celula. De acuerdo con una hipotesis 
sobre la secretion regulada de moleculas de neurotransmisor, 
el haz con cuatro cadenas de SNARE permanece cerrado en 
una conformation inactiva. Las vesiculas que estan en esta 
etapa permanecen acopladas con la membrana y listas para 
descargar su contenido en forma casi instantanea una vez que 
reciban una serial de activation en la forma de un incremento 
de la concentration de Ca 2+ (como se explica mas adelan- 
te). Sin importar cual sea la forma en que se regule, una vez 
que se fusionan las bicapas de lipidos de las dos membranas, 
las SNARE que sobresalian antes de membranas separadas 
residen en la misma membrana (fig. 8-32r). La disociacion 
del complejo SNARE de cuatro cadenas se logra con una 
proteina citosolica con forma de rosquiha llamada NSF que 
se une con el haz SNARE y, usando energia procedente de 
la hidrolisis de ATP (trifosfato de adenosina), lo tuerce para 
separarlo. 
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FIGURA 8-32 Un modelo de interacciones entre SNARE-vy SNARE-t que con- 
ducen a la fusion de membrana y exocitosis. a) La vesicula sinaptica se acoplo 
con la membrana plasmatica mediante la formation de paquetes de cuatro cade- 
nas que incluyen helices alfa donadas por la sintaxina (rojo), sinaptobrevina (azul) 
y SNAP-25 (verde). SNAP-25 contribuye con dos helices y carece de un dominio 
transmembranoso (amarillo). b) Estado de transition propuesto en la fusion de las 
dos membranas. Se muestra una pequena cavidad llena con agua en el centro del haz 
transmembranoso de helices, c) Las helices transmembranosas que antes estaban en 
las dos membranas separadas ahora se hallan en la misma bicapa y se abrio un poro 
de fusion entre la vesicula y la membrana bianco. En este momento ya puede descar- 
garse el contenido de neurotransmisor de la vesicula por exocitosis. ct) Micrografia 
electronica de barrido de la superficie extracelular de un par de celulas alveolares 
(pulmonares) cultivadas y estimuladas para descargar proteinas que se habian alma- 
cenado en granulos secretores. El material se expulsa de la celula a traves de aberturas 
lisas circulares que se presupone son poros de fusion dilatados. La flecha muestra un 
poro de fusion que no se dilato, facil de distinguir de las “lagrimas”artificiales (punta 
de flecha) que se forman durante la preparation del especimen. (A-C, tomada de 
Pehr A. B. Harbury, Structure 6:1490,1998; D, tomada de Thomas Haller, 
et al.,J Cell Biol 155:286,2001. Con autorizacion de los derechos reser- 
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Ahora que se describieron los fenomenos que ocurren 
durante la fusion de una vesicula con una membrana bianco es 
posible regresar a la pregunta, ^como se determina la especifici- 
dad de esta interaction? De acuerdo con el consenso actual, la 
capacidad de una vesicula y membrana bianco particulares para 
fusionarse depende de la combination especifica de proteinas 
que interactuan, incluidas proteinas de fijacion, proteinas Rab 
y SNARE que pueden ensamblarse en ese sitio de la celula. 
Consideradas en conjunto, estas multiples interacciones entre 
varios tipos de proteinas proporcionan una gran especificidad, 
lo que asegura que cada compartimiento de membrana pueda 
reconocerse en forma selectiva. 

Exocitosis La fusion de una vesicula secretora o granulo 
secretor con la membrana plasmatica y la descarga subsiguiente 
de su contenido se llama exocitosis. Es probable que la exo- 
citosis ocurra en forma continua en la mayoria de las celulas, 
conforme se envian proteinas y otros materiales a la membrana 
plasmatica y al espacio extracelular. Sin embargo, los ejemplos 
mejor estudiados de la exocitosis son los que ocurren durante 
la secretion regulada, sobre todo la liberation de neurotrans- 
misores a la hendidura sinaptica. En estos casos, la fusion de la 


membrana produce una abertura a traves de la cual se libera el 
contenido de la vesicula o granulo hacia el espacio extracelular. 
En la pagina 169 se indico que la llegada de un impulso ner- 
vioso al boton terminal de una neurona induce un aumento de 
la entrada de Ca 2+ con la descarga consecuente de moleculas 
de neurotransmisor por exocitosis. En este caso, la fusion esta 
regulada por una proteina de union con calcio (sinaptotagmina) 
presente en la membrana de la vesicula sinaptica. En otros tipos 
de celulas, la exocitosis casi siempre se inicia por la liberation de 
Ca 2+ de las reservas citoplasmicas. Se cree que el contacto entre 
la vesicula y las membranas plasmaticas conduce a la formation 
de un pequeno “poro de fusion” recubierto con proteina (fig. 
8-32r). Algunos poros de fusion tan solo se cierran de nuevo, 
pero en la mayor parte de los casos el poro se dilata con rapidez 
para formar una abertura para que se descargue el contenido de 
la vesicula (fig. 8-32 d). Al margen del mecanismo, cuando una 
vesicula citoplasmica se fusiona con la membrana plasmatica, 
la superficie luminal de la membrana de la vesicula se vuelve 
parte de la superficie externa de la membrana plasmatica, mien- 
tras que la superficie citosolica de la membrana de la vesicula 
se torna parte de la cara interna (citosolica) de la membrana 
plasmatica (fig. 8-14). 
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REVISION 


1. ^Que determina la especificidad de la interaction entre 
la vesicula de transporte y el compartimiento de mem- 
brana con el cual se fusiona?, ^en que forma participan 
las proteinas SNARE en el proceso de fusion de mem- 
brana? 

2. Describa los pasos que aseguran que una enzima lisoso- 
mica se dirija a un lisosoma y no a una vesicula secreto- 
ra. ,;Cual es el papel de las proteinas GGA? 

3. Contraste las funciones de las vesiculas cubiertas con 
COP-I y COP-II en el transito de proteinas. 

4. ^Como aseguran las senales de recuperation que las 
proteinas se mantengan como residentes de un com¬ 
partimiento de membrana particular? 


8.6 S0S0MAS _ 

Los lisosomas son los organelos digestivos de una 
celula animal. Un lisosoma tipico contiene cerca de 50 enzi- 
mas hidrofilicas diferentes (cuadro 8-1) que se producen en 
el reticulo endoplasmico rugoso y se dirigen a estos organe¬ 
los. Consideradas en conjunto, las enzimas lisosomicas pueden 
hidrolizar todo tipo de macromoleculas biologicas. Las enzimas 
de un lisosoma comparten una propiedad importante: todas 
alcanzan su actividad optima en un pH acido, por lo que son 
hidrolasas acidas. El pH optimo de estas enzimas se situa por 
debajo del pH del compartimiento lisosomico, que se aproxima 
a 4.6. La elevada concentration interna de protones se mantiene 
mediante una bomba de protones (una ATP-asa de H + ) pre¬ 
sente en la membrana que limita al organelo. Las membranas 
lisosomicas contienen diversas proteinas integrales muy gluco- 
siladas cuyas cadenas de carbohidratos se cree que forman un 
recubrimiento protector que protege a la membrana contra el 
ataque de las enzimas que encierra. 

Aunque los lisosomas tienen una coleccion predecible de 
enzimas, su apariencia en las micrografias electronicas no es 
distintiva ni uniforme. Su tamano es variable, desde estructuras 
relativamente grandes (mas de 1 pm de diametro) hasta vesiculas 
muy pequenas (25 a 50 nm de diametro). La figura 8-33 mues- 
tra una pequena portion de una celula de Kupffer, una celula 
fagocitica del higado que atrapa eritrocitos viejos. Los lisosomas 
de una celula de Kupffer tienen una forma irregular y densidad 
electronica variable, lo que ilustra cuan dificil es identificar estos 
organelos solo con base en su morfologia. 

La presencia dentro de una celula de lo que es, en esen- 
cia, una bolsa de enzimas destructivas sugiere varias funciones 
posibles. El papel mejor estudiado de los lisosomas es la degra¬ 
dation de materiales que llegan a la celula desde el ambiente 
extracelular. Muchos organismos unicelulares ingieren particu- 
las de alimento que luego degradan por medios enzimaticos en 
un lisosoma. Los nutrimentos obtenidos pasan por la membrana 
lisosomica hacia el citosol. En los mamiferos, las celulas fago- 
citicas como los macrofagos y los neutrofilos funcionan como 
eliminadores que ingieren los detritos y microorganismos que 
pudieran ser peligrosos (pag. 274). Las bacterias ingeridas casi 


Cuadro 8-1 


Una muestra de enzimas lisosomicas 


Enzima 

Sustrato 

Fosfatasas 

Fosfatasa acida 

Monoesteres de fosfato 

Fosfodiesterasa acida 

Diesteres de fosfato 

Nucleasas 

Ribonucleasa acida 

RNA 

Desoxirribonucleasa acida 

DNA 

Proteasas 

Catepsina 

Proteinas 

Colagenasa 

Colagena 

Enzimas que hidrolizan glucosaminoglucanos 

Sulfatasa de iduronato 

Sulfato de dermatan 

Galactosidasa (3 

Sulfato de queratan 

Sulfatasa N de heparan 

Sulfato de heparan 

A-acetilglucosaminidasa a 

Sulfato de heparan 

Polisacaridasas y oligosacaridasas 

Glucosidasa a 

Glucogeno 

Fucosidasa 

Fucosiloligosacaridos 

Manosidasa a 

Manosiloligosacaridos 

Sialidasa 

Sialiloligosacaridos 

Enzimas que hidrolizan esfingolipidos 

Ceramidasa 

Ceramida 

Glucocerebrosidasa 

Glucosilceramida 

Hexosaminidasa |3 

Gangliosido G M2 

Arilsulfatasa A 

Galactosilsulfatida 

Enzimas que hidrolizan Ifpidos 

Lipasa acida 

Triacilgliceroles 

Fosfolipasa 

Fosfolipidos 


siempre se desactivan por el pH bajo del lisosoma y luego se 
someten a la digestion enzimatica. Como se explica en el capitu- 
lo 17, los peptidos obtenidos en este proceso digestivo se “pegan” 
en la superficie celular, donde alertan al sistema inmunologico 
sobre la presencia de un agente extrano. 

Los lisosomas tambien tienen un papel clave en la rota- 
cion de organelos, esto es, la destruction regulada de los propios 
organelos de la celula para su reposition. Durante este proceso, 
denominado autofagia, un organelo, como la mitocondria mos- 
trada en la figura 8-34, es rodeado por una membrana doble 
derivada de una cistema del ER. Despues, la membrana exter¬ 
na se fusiona con un lisosoma para producir un autofagolisoso- 
ma, en el cual el organelo encerrado se degrada y los productos 
de degradation se hacen disponibles para la celula. Se calcula 
que una mitocondria se somete a la autofagia cada 10 minu- 
tos en una celula hepatica de mamifero. Si la celula carece de 
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FIGURA 8-33 Lisosomas. Porcion de una celula fagocitica de Kupffer de 
hfgado que muestra por lo menos 10 lisosomas de tamanos muy variables. 
(Tomada de Hans Glaumann et al., J Cell Biol 67:887, 1975. Con 

AUTORIZACION DE LOS DERECHOS RESERVADOS DE LA ROCKEFELLER UNI¬ 
VERSITY Press.) 


nutrimentos, se observa un aumento notorio de la autofagia. En 
estas condiciones, la celula adquiere la energia para mantener 
su vida mediante el canibalismo de sus propios organelos. En 
anos recientes se ha demostrado que la autofagia tambien ayuda 
a proteger al organismo contra amenazas intracelulares que van 
desde agregados proteinicos anormales hasta bacterias invasoras. 
Incluso puede servir como una via que conduce a la muerte pro- 
gramada de celulas malignas. 

El papel de los lisosomas en la autofagia se resume en la 
figura 8-35. Una vez que se completa el proceso digestivo en 
el autofagolisosoma, el organelo se conoce como cuerpo residual. 
Segun sea el tipo celular, el contenido del cuerpo residual puede 
eliminarse de la celula mediante exocitosis o conservarse den- 
tro del citoplasma por tiempo indefinido como un granulo de 
lipofuscina. La cantidad de granulos de lipofuscina se incremen- 
ta a medida que el individuo envejece; la acumulacion es muy 
evidente en las celulas de vida prolongada, como las neuronas, 
en las que estos granulos se consideran una caracteristica prin¬ 
cipal del proceso de envejecimiento. El papel de los lisosomas 
en diversas enfermedades se describe en la seccion Perspectiva 
humana. 



FIGURA 8-34 Autofagia. Micrograffa electronica de una mitocondria y peroxi- 
soma encerrados en una envoltura de membrana doble derivada del ER. Esta 
vacuola autofagica puede fusionarse con un lisosoma y su contenido digerirse. 
(Tomada de Don Fawcett y Daniel Friend/Photo Researchers.) 



FIGURA 8-35 Resumen de la via autofagica. Los pasos se describen en el 
texto. 


REVISION 


1. Describa tres funciones distintas de los lisosomas. 

2. Describa los fenomenos que tienen lugar durante la 
destruction autofagica de una mitocondria. 
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PERSPECTIVA HUMANA 


Trastornos secundarios a defectos de la funcion lisosomica 



El conocimiento actual de los mecanismos por los cuales las proteinas 
se dirigen a organelos particulares comenzo con el descubrimiento de 
que los residuos de manosa 6-fosfato de las enzimas lisosomicas actuan 
como un “domicilio” para entregar estas proteinas a los lisosomas. El 
descubrimiento del domicilio de los lisosomas se efectuo en estudios de 
pacientes con una rara enfermedad hereditaria y letal conocida como 
enfermedadde celulas I. En estos sujetos, muchas celulas contienen liso¬ 
somas llenos con material no degradado. Los materiales se acumulan 
en los lisosomas por la ausencia de enzimas hidroliticas. Cuando se 
estudiaron los fibroblastos de estas personas en cultivo, se encontro que 
las enzimas lisosomicas se sintetizan en cantidades normales, pero se 
secretan al medio y no se destinan a los lisosomas. El analisis minucioso 
revelo que las enzimas secretadas carecian de los residuos de fosfato de 
manosa que se observan en las enzimas correspondientes de celulas 
de individuos normales. En poco tiempo el defecto de celula I se 
rastreo hasta la deficiencia de una enzima (fosfotransferasa de N- 
acetilglucosamina) necesaria para la fosforilacion de la manosa (vease 
fig. 8-29 a). 

En 1965, H. G. Hers, de la Universidad de Lovaina en Belgica, 
ofrecio una explication del modo en que la ausencia de una enzima liso¬ 
somica que parecia sin importancia, la glucosidasa alfa, podia conducir 
al desarrollo de un trastorno hereditario letal conocido como enferme¬ 
dad de Pompe. Este investigador sugirio que, en ausencia de la glucosi¬ 
dasa alfa, el glucogeno no digerido se acumula en los lisosomas, lo que 
aumenta el volumen de estos organelos, con dano irreversible de las celu¬ 
las y tejidos. Las enfermedades de este tipo, caracterizadas por la defi¬ 
ciencia de una sola enzima lisosomica y la acumulacion correspondiente 
del sustrato no degradado (fig. 1), se conocen como enfermedades por 
almacenamiento lisosomico. Se han descrito mas de 40 anomalias de 
este tipo y afectan a casi uno de cada 8 000 lactantes. El cuadro 1 lista 
las enfermedades ocasionadas por la acumulacion de esfingolipidos no 
degradados. Los sintomas de las anormalidades por almacenamiento 



FIGURA 1 Trastornos por almacenamiento lisosomico. Micrografia elec- 
tronica de una portion de la neurona de una persona con una enfermedad 
por almacenamiento lisosomico caracterizada por incapacidad para degra- 
dar los gangliosidos G M2 - Estas vacuolas citoplasmicas captan la tincion 
para las enzimas lisosomicas y el gangliosido, lo que indica que son lisoso¬ 
mas en los que se acumularon los glucolipidos no digeridos. (Cortesia de 
Kinuko Susuki.) 


Cuadro 1 


Enfermedades por almacenamiento de esfingolipidos 


Enfermedad 

Deficiencia enzimatica 

Principal sustancia 
almacenada 

Consecuencias 

Gangliosidosis G M1 

Galactosidasa (3 G M1 

Gangliosido G M1 

Retraso mental, crecimiento hepatico, compromiso 
esqueletico, muerte alrededor de los dos anos de edad 

Enfermedad de Tay-Sachs 

Hexosaminidasa A 

Gangliosido Gjy^ 

Retraso mental, ceguera, muerte alrededor de los tres 
anos de edad 

Enfermedad de Fabry 

a-galactosidasa A 

Trihexosilceramida 

Eruption cutanea, insuficiencia renal, dolor en 
extremidades inferiores 

Enfermedad de Sandhoff 

Hexosaminidasas A y B 

Gangliosido G^ 
y globosido 

Similar a la enfermedad de Tay-Sachs, pero con 
progresion mas rapida 

Enfermedad de Gaucher 

Glucocerebrosidasa 

Glucocerebrosido 

Crecimiento de hlgado y bazo, erosion de huesos largos, 
retraso mental solo en la forma infantil 

Enfermedad de 
Niemann-Pick 

Esfingomielinasa 

Esfingomielina 

Crecimiento del hlgado y bazo, retraso mental 

Lipogranulomatosis de 

Farber 

Ceramidasa 

Ceramida 

Deformation progresiva y dolorosa de las articulaciones, 
nodulos cutaneos, muerte en unos cuantos anos 

Enfermedad de Krabbe 

Galactocerebrosidasa 

Galactocerebrosido 

Perdida de mielina, retraso mental, muerte alrededor 
de los dos anos de edad 

Lipidosis sulfatada 

Arilsulfatasa A 

Sulfatos 

Retraso mental, muerte en el primer decenio 
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lisosomico son variables, desde muy graves hasta apenas detectables, 
segun sea el grado de disfuncion enzimatica. Varias enfermedades se 
han rastreado hasta mutaciones en proteinas de la membrana lisosomica 
las cuales alteran el transporte de sustancias al citosol. 

Entre las enfermedades por almacenamiento lisosomico mejor 
estudiadas esta la enfermedad de Tay-Sachs, consecutiva a la deficien- 
cia de la enzima (3-lV-hexosaminidasa A, que degrada el gangliosido 
G M2 (fig- 4-6). El G M2 es el principal componente de las mem- 
branas de las celulas cerebrales y, en ausencia de la enzima hidrolitica, 
el gangliosido se acumula en los lisosomas hinchados de las celulas 
cerebrales (fig. 1), lo que provoca la disfuncion. La forma grave de la 
enfermedad, que se manifiesta durante la lactancia, se caracteriza por 
retraso mental y motor progresivo, as! como anormalidades esqueleti- 
cas, cardiacas y respiratorias. La afeccion es muy rara en la poblacion 
general, pero alcanzo una incidencia de hasta uno en 3 600 recien naci- 
dos entre los judios originarios de Europa del este. La incidencia de la 
enfermedad ha disminuido de modo notorio en este grupo etnico en 
los ultimos anos por la identification de portadores, la asesoria genetica 
a los padres con riesgo y el diagnostico prenatal por amniocentesis. De 
hecho, todas las enfermedades por almacenamiento lisosomico conoci- 
das pueden diagnosticarse antes del nacimiento. 

En los ultimos anos, los prospectos para los tratamientos de 
enfermedades por almacenamiento lisosomico han mejorado con la 
demostracion de los sintomas de la enfermedad de Gaucher, una defi- 
ciencia de la enzima lisosomica glucocerebrosidasa, pueden aliviarse 
con tratamiento de reposition enzimatica. Los lactantes con enfermedad 
de Gaucher acumulan grandes cantidades de lipidos glucocerebrosi- 
dos en los lisosomas de los macrofagos, lo que ocasiona crecimiento 
esplenico y anemia. Los intentos iniciales para corregir la enfermedad 
con la infusion de una solution de la enzima humana normal a la san- 


gre no tuvieron exito porque las celulas hepaticas captaban la enzima, 
y estas no estan muy afectadas por la deficiencia. Para dirigirla a los 
macrofagos, la enzima se purified a partir de tejido placentario humano 
y se trato con tres glucosidasas diferentes a fin de retirar los azuca- 
res terminales de las cadenas de oligosacaridos de la enzima, lo cual 
exponia los residuos de manosa subyacentes (vease fig. 8-22). Despues 
de la infusion a la sangre, los receptores para manosa de la superficie de 
los macrofagos reconocen esta enzima modificada, la cual se capta 
de inmediato por endocitosis mediada por receptores (pag. 311). Como 
los lisosomas son el bianco natural de los materiales que ingresaron 
al macrofago por endocitosis, las enzimas llegan a los sitios precisos 
de la celula donde se manifiesta la deficiencia. Miles de pacientes con 
esta enfermedad han recibido tratamiento con exito de esta forma. Las 
pruebas clinicas con tratamiento de reposicion enzimatica para varias 
anomalias por almacenamiento lisosomico tambien muestran resulta- 
dos alentadores. Por desgracia, muchas de estas afecciones lesionan el 
sistema nervioso central, que es incapaz de captar las enzimas circulan- 
tes en la sangre por la barrera hematoencefalica (pag. 265). 

Un metodo alternative que ha resultado promisorio en ensayos 
preclinicos se conoce como terapia de reduction de sustrato, en la cual se 
administran farmacos de bajo peso molecular para inhibir la slntesis 
de las sustancias que se acumulan en la enfermedad. Por ultimo puede 
mencionarse que, si bien conlleva considerable riesgo para el paciente, 
el trasplante de medula osea (o sangre de cordon umbilical) ha resul¬ 
tado relativamente exitoso para tratar algunas de estas enfermedades. 
Se piensa que las celulas ajenas trasplantadas, que contienen copias 
normales del gen en cuestion, secretan una cantidad limitada de enzi¬ 
ma lisosomica normal. Algunas de las moleculas de estas enzimas son 
captadas entonces por las celulas del propio paciente, lo cual aminora 
el impacto de la deficiencia de enzima. 


8.7 VACUOLAS DE LAS CELULAS VEGETALES 

Hasta 90% del volumen de muchas celulas vegetales 
esta ocupado por una sola vacuola central llena con llquido y 
limitada por una membrana (fig. 8-36). Aunque su estructura 
es sencilla, las vacuolas vegetales realizan una gran variedad de 
funciones esenciales. Muchos de los solutos y macromoleculas 
de una celula, incluidos iones, azucares, aminoacidos, proteinas 
y polisacaridos, se almacenan en forma temporal en la vacuola. 
Las vacuolas tambien pueden almacenar muchos compuestos 
toxicos. Algunos de estos compuestos (como los glucosidos que 
contienen cianuro y los glucosinolatos) son parte de un arse¬ 
nal de armas quimicas que se liberan cuando la celula sufre el 
ataque de un berbivoro o un hongo. Otros compuestos toxicos 
tan solo son productos intermediaries de reacciones metaboli- 
cas; como las plantas carecen del tipo de sistemas secretores que 
se encuentran en los animales, utilizan sus vacuolas para aislar 
estos productos intermediaries del resto de la celula. Algunos 
de dichos compuestos, como la digital, tienen un valor clinico 
importante demostrado. 

La membrana que limita la vacuola, el tonoplasto, contiene 
diversos sistemas de transporte activo que bombean iones hacia 
el compartimiento vacuolar a una concentration mucho mayor 
de la que se encuentra en el citoplasma o el liquido extracelular. 
A causa de esta gran concentration, el agua entra a la vacuola 


por osmosis. La presion hidrostatica (turgencia) que ejerce la 
vacuola no solo suministra soporte mecanico a los tejidos blan- 
dos de una planta (pag. 149), sino que tambien estira la pared 
celular durante el crecimiento de la celula. 

Las vacuolas vegetales tambien son sitios de digestion intra- 
celular, no muy distintos a los lisosomas, que no existen en las 
plantas. De hecho, las vacuolas vegetales tienen algunas de 
las mismas hidrolasas acidas que se encuentran en los lisosomas. 
El pH de la vacuola se mantiene en un valor bajo por action de 
una ATP-asa de H + de tipo V (pag. 159) dentro del tonoplasto 
que bombea protones hacia el liquido vacuolar. Al igual que las 
proteinas del lisosoma, muchas de las proteinas de una vacuola 
vegetal se sintetizan en los ribosomas unidos a la membrana del 
RER, se transportan por el aparato de Golgi y se separan en la 
cara tram del aparato de Golgi antes de dirigirse a la vacuola. 


REVISION 


1. Describa tres funciones distintas de las vacuolas vege¬ 
tales. 

2. ^Que similitudes tienen una vacuola vegetal y un liso¬ 
soma?, ^en que se diferencian? 
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(a) 


FIGURA 8-36 Vacuolas de celulas vegetales. a) Cada una de las celulas cilin- 
dricas de la hoja de la planta acuatica Elodea posee una gran vacuola central 
rodeada por una capa de citoplasma que contiene los cloroplastos visibles en 
la micrografia. b) Micrografia electronica de transition de una celula cortical 


X' • 



(b) 


de un frijol de soya que muestra la vacuola central grande y la delgada 
capa de citoplasma que la rodea. (A, tomada de M. I. Walker/Photo 
Researchers; B, tomada de M. F. Brown/Visuals Unlimited.) 


8.8 LA VIA ENDQCITICA: MOVIMIENTO 
DE MEMBRANA Y MATERIALES 

DENTRO DE LA CELULA 

Ya se describio con detalle como una celula transporta 
materiales del RER y el aparato de Golgi a la membrana plasma- 
tica y al espacio extracelular. Ahora se describira el movimiento 
de materiales en el sentido contrario. En el capitulo 4 se conside- 
ro la forma en que los solutos de bajo peso molecular pasan por 
la membrana plasmatica, pero ^como son las celulas capaces de 
incluir materiales que son demasiado grandes para penetrar su 
membrana sin importar sus propiedades de impermeabilidad?, 
<;y como se reciclan las proteinas que residen en la membrana 
plasmatica a los compartimientos interiores? Estos dos requeri- 
mientos se cumplen con la via endocitica, en la que segmentos 
de la membrana plasmatica se invaginan para formar vesiculas 
citoplasmicas que se transportan al interior de la celula. En esta 
section del capitulo se consideran dos procesos basicos, la endo- 
citosis y la fagocitosis, que ocurren por mecanismos distintos. 
La endocitosis es un proceso por el cual la celula interioriza los 
receptores de la superficie celular y los ligandos extracelulares 
unidos a ellos. La fagocitosis describe la captation de particulas. 

Endocitosis 

En terminos amplios, la endocitosis puede dividirse en dos cate- 
gorias: la endocitosis por volumen y la endocitosis mediada por 
receptor. La endocitosis por volumen (tambien conocida como 


pinocitosis) es la captation inespecifica de liquidos extracelula¬ 
res. Cualquier molecula, grande o pequena, que este presente 
en el liquido abarcado tambien entra a la celula. La endocitosis 
por volumen puede visualizarse con la adicion de una sustancia 
al medio de cultivo, como el tinte amarillo lucifer o la enzima 
peroxidasa del rabano picante que captan las celulas en forma 
inespecifica. La endocitosis por volumen tambien retira porcio- 
nes de la membrana plasmatica y puede funcionar sobre todo en 
el reciclaje de membrana entre la superficie celular y los com¬ 
partimientos interiores. En cambio, la endocitosis mediada por 
receptor se refiere a la captation de macromoleculas extracelula¬ 
res especificas (ligandos) despues de su union con receptores en 
la superficie externa de la membrana plasmatica. 

Endocitosis mediada por receptor y el papel de los fosos 
cubiertos La endocitosis mediada por receptor (RME) pro- 
porciona un medio para la captation selectiva y eficiente de 
macromoleculas que pueden estar presentes en concentraciones 
relativamente bajas en el liquido extracelular. Las celulas tie- 
nen receptores para la captation de muchos tipos diferentes de 
ligandos, incluidas hormonas, factores de crecimiento, enzimas 
y proteinas sanguineas que transportan ciertos nutrimentos. Las 
sustancias que ingresan a la celula mediante la RME se unen 
con los receptores que se reunen en dominios especializados 
de la membrana plasmatica, conocidos como fosos cubiertos. 
Los receptores se concentran en fosos cubiertos con un nivel 
10 a 20 veces mayor que en el resto de la membrana plasmatica. 
Los fosos cubiertos (fig. 8-37 a) se reconocen en las micrografias 
electronicas como sitios en los que la superficie esta hundida y 
la membrana plasmatica esta cubierta en su cara citoplasmica 
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FIGURA 8-37 Endocitosis mediada por 
receptor. Esta secuencia de microgra- 
fias muestra los pasos de la captation de 
lipoprotefnas vitelinas por parte del ooci- 
to de gallina. a ) Las proteinas que capta 
la celula se concentran en la superficie 
extracelular de una region invaginada 
de la membrana plasmatica y forman un 
foso cubierto. La superficie citosolica de 
la membrana plasmatica del foso cubier¬ 
to esta protegida con una capa de mate¬ 
rial erizado electrode nso formado por la 
proteina clatrina. b ) El foso cubierto se 
colap sa para formar una yema cubierta. c ) 

La membrana plasmatica esta a punto de 
separarse como vesicula con la proteina 
vitelina en su superficie luminal (antes 
extracelular) y la clatrina en la superficie 
citosolica. a) Una vesfcula cubierta que ya 
no esta unida a la membrana plasmatica. El siguiente paso en el proceso A. B. Gilbert, J Cell Science 39:257,1979. Con autorizacion de the 

es la liberation de la cubierta de clatrina. (Tomada de M. M. Perry y Company of Biologists, Ltd.) 



con una cubierta electrodensa erizada que contiene clatrina, la 
misma proteina que se encuentra en la cubierta proteica de las 
vesiculas formadas en la red tram de Golgi (pag. 304). Los fosos 
cubiertos se invaginan en el citoplasma (fig. 8-37 b) y luego se 
liberan de la membrana plasmatica para formar vesicuias cubier- 
tas (fig. 8-37r, d). Para comprender el mecanismo de la forma- 
cion de vesiculas cubiertas es necesario examinar la estructura 
molecular de la cubierta de clatrina. 


La figura 8-38 muestra un foso cubierto como se ve des- 
de las superficies extracelular y citoplasmica de las membranas 
plasmaticas de las celulas que realizan la endocitosis mediada 
por receptor. Cuando se ve desde la superficie citoplasmica 
(fig. 8-38£, c), la cubierta erizada parece consistir en una red 
de hexagonos parecidos a un panal de abejas. La construction 
geometrica de la cubierta deriva de la estructura de sus bloques 
constituyentes de clatrina. Cada molecula de clatrina consiste en 



FIGURA 8-38 Fosos cubiertos. a) Micrografia electronica de una replica for- 
mada sobre la superficie extracelular de un fibroblasto congelado y secado 
que se habia incubado con LDL-colesterol. Las particulas de LDL-coleste- 
rol son visibles como gotitas localizadas en la superficie extracelular del foso 
cubierto. b ) Micrografia electronica de una replica formada en la superficie 
citosolica de un foso cubierto de un fibroblasto roto. La cubierta se integra 
con una red aplanada de poligonos que contienen clatrina relacionados con 


la superficie interna de la membrana plasmatica. c) Micrografia electronica 
de la superficie citosolica que muestra la membrana plasmatica invaginada 
rodeada por una celosia de clatrina que asumio una forma hemisferica. ( A-C , 
tomadas de John Heuser y Louise Evans, J Cell Biol 84:568, 1980. 
Con autorizacion de los derechos reservados de la Rockefeller 
University Press.) 
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FIGURA 8-39 Modulos tripodes de clatrina. Micrografia elec- 
■hbmJ """ tronica de una preparation con sombreado metalico de modulos 
tripodes de clatrina. El recuadro muestra el modulo tripode formado por 
tres cadenas pesadas. La portion interna de cada cadena pesada esta uni- 
da con una cadena ligera mas pequena. (Reimpresa con autorizacion 
de Ernst Ungewickell y Daniel Branton, Nature 289:421,1981. © 
1981, Macmillan Magazines Ltd.) 


tres cadenas pesadas y tres ligeras unidas para formar un ensam- 
ble de tres ramas llamado modulo tripode de clatrina ( trisque- 
lion) (fig. 8-39). La disposition superpuesta de los trisqueliones 
dentro del andamiaje de clatrina de una vesicula cubierta se 
muestra en la figura 8-40. Cada miembro de un trisquelion de 
clatrina se extiende hacia fuera en dos aristas de un poligono. 
Las moleculas de clatrina se superponen de modo que cada ver- 
tice de un poligono contiene un centra de uno de los trisquelio¬ 
nes componentes. 

A1 igual que las vesiculas cubiertas con clatrina que se des- 
prenden de la TGN (pag. 304), las vesiculas cubiertas que se 
forman durante la endocitosis tambien contienen una capa de 
adaptadores complejos situados entre la celosia de clatrina y la 
superficie de la vesicula que queda frente al citosol. El adapta- 
dor mejor estudiado que opera en conexion con la endocitosis 
mediada por clatrina es AP2. A diferencia de los adaptadores de 
GGA empleados en la TGN que consisten en una sola subuni- 
dad con varios dominios (fig. 8-30), los adaptadores AP2 que se 
incorporan en las vesiculas que se desprenden de la membrana 
plasmatica contienen multiples subunidades con distintas fun- 
ciones (fig. 8-40). La subunidad p de los adaptadores AP2 se 
acopla a las colas citoplasmicas de los receptores especificos en 
la membrana plasmatica, lo que conduce a la concentration de 
estos receptores seleccionados, y sus moleculas de cargamento 
unidas, en la vesicula cubierta emergente (se explica mejor en 
Vias experimentales, pag. 323). En cambio, la subunidad beta- 



til 


(b) til 

FIGURA 8-40 Organization molecular de una vesicula cubierta. a) Esque- 
ma de la superficie de una vesicula cubierta que muestra la disposicion de 
los modulos tripodes y adaptadores en la cubierta externa de clatrina. Los 
lados de los poligonos se forman con partes de las ramas de los modulos 
superpuestos. El extremo N de cada cadena pesada de clatrina forma un 
“gancho” que sobresale hacia la superficie de la membrana, donde se une 
con un adaptador. Cada adaptador consiste en cuatro subunidades de poli- 
peptidos diferentes, que en conjunto dan a la protefna la apariencia de una 
cabeza con orejas. Los adaptadores se unen con diversas protefnas accesorias 
que no se muestran en esta ilustracion. Los ganchos y los adaptadores se 
situan en los vertices de los poliedros. (Nota: no todos los modulos tripodes 
de la celosia se muestran en esta figura; si asi fuera, cada vertice tendria un 
gancho de clatrina y un adaptador relacionado.) b ) Esquema de un corte 
transversal a traves de la superficie de una vesicula cubierta que muestra las 
interacciones de los complejos de adaptador AP2 con la cubierta de clatrina 
y los receptores de membrana. Cada receptor esta unido con un ligando que 
se interioriza. c ) Reconstruction de una jaula de clatrina que contiene 36 
trisqueliones; se muestra la disposicion superpuesta de varias de estas mole¬ 
culas trimericas (en diferentes colores). (. A , reproducida con autoriza¬ 
cion de S. Schmid, Annual Review of Biochemistry, vol. 66. © 1997 
por Annual Reviews. C, reimpresa con autorizacion de Alexander 
Fotin, et al., Nature 432:574,2004, cortesia de Stephen C. Harri¬ 
son; © Copyright 2004, Macmillan Magazines Ltd.) 
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adaptina de los adaptadores AP2 se une y congrega las moleculas 
de clatrina de la celosia suprayacente. La disposicion superpues- 
ta de los modulos tripodes de clatrina dentro de la pared de la 
cubierta vesicular y la interaction entre la celosia de clatrina y 
los adaptadores se muestran en la figura 8-40. La estructura ilus- 
trada en la figura 8-40 es una version muy simplificada de una 
vesicula cubierta “real”. A diferencia de las vesiculas COP-I y 
COP-II, que tienen una construction relativamente sencilla, las 
vesiculas cubiertas con clatrina contienen mas de dos docenas de 
proteinas accesorias diferentes que forman una red dinamica 
de moleculas que interaction. Se desconocen las funciones de 
estas proteinas en el reclutamiento del cargamento, ensamble 
de la cubierta, invagination de la membrana, interaction con 
los componentes del citoesqueleto, liberation de la vesicula y 
desnudamiento de la membrana. La mejor estudiada de estas 
proteinas accesorias es la dinamina. 

La dinamina es una proteina de union con GTP necesaria 
para la liberation de la vesicula cubierta con clatrina de la mem¬ 
brana en la que se forma. La dinamina se ensambla a si misma 
en un collar helicoidal alrededor del cuello de un foso invaginado 
(fig. 8-41), justo antes que se desprenda de la membrana. En el 
modelo presentado en la figura 8-41«, en los pasos 3 y 4, la hidro- 
lisis del GTP unido por las moleculas polimerizadas de dinamina 
induce un cambio en la conformation en la helice de dinami¬ 
na que corta la vesicula cubierta de la membrana plasmatica. De 
acuerdo con este modelo, la dinamina actua como una enzima 
capaz de utilizar la energia quimica de GTP para generar fuerzas 
mecanicas. De acuerdo con un modelo alternative, la dinamina 
actua mas como cualquier otra proteina G descrita en este capi¬ 
tulo al cambiar la actividad de una proteina efectora separada que 
corta la vesicula. En el minuto siguiente de su formation, la vesi¬ 
cula endocitica cubierta pierde su cubierta de clatrina y se vuelve 
una vesicula de superficie lisa que entra a la via endocitica. 

La via endocitica Las moleculas que capta una celula por 
endocitosis se mueven en una via endocitica bien definida (fig. 
8-42). Antes de describir los fenomenos que ocurren en la via 
endocitica, vale la pena considerar dos tipos diferentes de recep- 
tores que estan sujetos a la endocitosis. Un grupo de receptores, 
al cual se le denomina “receptores domesticos”, es el encargado 
de la captation de materiales que se utilizan en la celula. Los 
ejemplos mejor estudiados son los receptores para transferrina 
y lipoproteina de baja densidad (LDL), que median la entre- 
ga a las celulas del hierro y el colesterol, respectivamente. El 
receptor para LDL se describe con detalle al final de esta sec¬ 
tion. El receptor de color rojo de la figura 8-42 representa un 
receptor domestico. El segundo grupo de receptores, al que se 
conoce como “receptores de senalizacion”, es el encargado de 
unir los ligandos extracelulares que llevan mensajes que cambian 
las actividades celulares. Estos ligandos, que incluyen hormonas 
como la insulina y factores de crecimiento como el EGF, se unen 
con el receptor de la superficie (mostrado en verde en la figura 
8-42) y emiten una serial para respuesta fisiologica dentro de la 
celula (descrita con detalle en el capitulo 15). La endocitosis del 
primer grupo de receptores casi siempre deriva en la entrega de 
los materiales unidos, como el hierro y el colesterol, a la celula, y 
el receptor regresa luego a la superficie celular para realizar mas 
rondas de captation. La endocitosis del segundo grupo de recep¬ 
tores conduce a menudo a la destruction del receptor, un proceso 
llamado regulacio?z en descenso del receptor, y que tiene el efecto de 
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FIGURA 8-41 El papel de la dinamina en la formation de vesiculas de 
clatrina. a ) La celosia de clatrina de un foso cubierto (paso 1) cambia de 
configuration para formar una vesicula invaginada conectada con la mem¬ 
brana plasmatica suprayacente mediante un tallo (paso 2). En este punto, las 
subunidades de dinamina, que se concentran en esa region, se polimerizan 
para formar un anillo alrededor del tallo (paso 3). Los cambios de la confor¬ 
mation del anillo, que al parecer son resultado de la hidrolisis de GTP (paso 
4), conducen a la fision de la vesicula cubierta de la membrana plasmatica 
con desarticulacion del anillo de dinamina (paso 5a). Si la gemacion de la 
vesicula ocurre en presencia de GTPyS, un analogo no hidrolizable de GTP, 
la polimerizacion de la dinamina continua mas alia de la formation de un 
simple collar y se produce un tubulo estrecho construido por varias vueltas 
de la helice de dinamina (paso 5b). b ) Micrografia electronica que muestra 
una vesicula cubierta que se forma en la presencia de GTPyS, que corres- 
ponde a la etapa mostrada en el paso 5b de la parte a. ( A , tomada de P. de 
Camilli, et al., Current Opin Neurobiol, vol 5, pag. 562, 1995; B , 

REIMPRESA CON AUTORIZACION DE KoHJI TaKEI, ET AL., NATURE, VOL. 374, 

cubierta 3/9/95. © 1995, Macmillan Magazines, Ltd.) 


reducir la sensibilidad de la celula a la estimulacion posterior por 
la hormona o factor de crecimiento. La regulation en descenso 
del receptor es un mecanismo por el cual las celulas regulan su 
capacidad para responder a los mensajeros extracelulares. Los 
“receptores de senalizacion” casi siempre estan marcados para 
la endocitosis y destruction ulterior por el enlace covalente con 
una “etiqueta” en la cola citoplasmica del receptor cuando aun 
esta en la superficie celular. La etiqueta es una pequena proteina 
llamada ubiquitina que se agrega por medios enzimaticos. Las 
proteinas de membrana que no se someten en forma usual a la 
endocitosis se interiorizan si llevan una ubiquitina adicional. 
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FIGURA 8-42 La via endocitica. Movimiento de materiales del espacio 
extracelular a los endosomas tempranos. Se muestra la endocitosis de dos 
tipos de complejos receptor-ligando. Los receptores de actividades domesti¬ 
cas, como el receptor para LDL (mostrado en rojo), se envian de regreso a la 
membrana plasmatica, mientras que sus ligandos (esferas azules) se transfie- 
ren a los endosomas tardios. Los receptores de senalizacion, como el recep¬ 
tor EGF (mostrado en verde), casi siempre se transportan a los endosomas 
tardios junto con sus ligandos (naranja-amarillo). Los endosomas tardios 
tambien reciben enzimas lisosomicas recien sintetizadas (esferas rojas) de la 
red trans de Golgi. Estas enzimas se trasladan con receptores para manosa 
6-fosfato (MPR), que regresan a la TGN. El contenido de los endosomas 
tardios se transfiere a los lisosomas por varias rutas (no se muestran). 


Despues de la interiorizacion, los materiales unidos con la 
vesicula se transportan a una red dinamica de tubulos y vesi- 


culas conocida en conjunto como endosomas, que representan 
los centres de distribucion a lo largo de la via endocitica. El 
liquido de la luz de los endosomas se acidifica por efecto de 
una ATP-asa de H + en la membrana limitante. Los endosomas 
se dividen en dos clases diferentes, los endosomas tempranos, 
que casi siempre se localizan cerca de la region periferica de la 
celula, y los endosomas tardios, que por lo general se hallan mas 
cerca del nucleo. Los endosomas tempranos y tardios pueden 
distinguirse unos de otros por su densidad boyante (que permite 
aislarlos en diferentes fracciones en un gradiente de densidad), 
pH y composition proteica. Ademas, los endosomas tardios 
pueden contener cantidades considerables de membrana interna 
que surge de las invaginaciones de la membrana limitante. Estas 
vesiculas internas a menudo contienen proteinas de la membra¬ 
na plasmatica que van en camino para ser destruidas. 

Los receptores que se captan por endocitosis se transpor¬ 
tan en vesiculas a un endosoma temprano, el cual sirve como 
estacion clasificadora que dirige los distintos tipos de recepto¬ 
res y ligandos por vias diferentes (fig. 8-42). Los “receptores de 
tareas domesticas” casi siempre se separan de sus ligandos en el 
ambiente endosomico acido y luego se concentran en compar- 
timientos tubulares especializados del endosoma temprano, que 
representan centres de reciclaje. Las vesiculas que se forman de 
estos tubulos llevan a los receptores de regreso a la membrana 
plasmatica para efectuar mas rondas de endocitosis (fig. 8-42). 
En cambio, los ligandos liberados (p. ej., LDL) se concentran en 
un compartimiento de clasificacion antes de enviarse hacia un 
endosoma tardio y al final a un lisosoma, donde ocurre el proce- 
samiento final. Como ya se dijo, los “receptores de senalizacion” 
con sus marcas de ubiquitina no recirculan a la membrana, sino 
que son enviados hacia lisosomas y endosomas tardios para ser 
destruidos (fig. 8-42). 

Metabolismo de LDL y colesterol Entre muchos ejemplos de 
endocitosis mediada por receptor, el primero estudiado y mejor 
comprendido es el que aporta a las celulas animales el colesterol 
exogeno. Las celulas animales utilizan el colesterol como parte 
esencial de sus membranas plasmaticas y como precursor de las 
hormonas esteroideas. El colesterol es una molecula hidrofoba 
que se transporta en la sangre como parte de enormes comple¬ 
jos de lipoproteina, por ejemplo la lipoprotema de baja densidad 
(LDL) que se muestra en la figura 8-43. Cada particula de 
LDL contiene un centre de unas 1 500 moleculas de colesterol 
esterificadas en acidos grasos de cadenas largas. El centro esta 
rodeado por una sola capa de fosfolipidos que contiene una 
sola copia de una proteina grande, llamada apolipoproteina B- 
100, que se une en forma especifica con los receptores para LDL 
en la superficie de las celulas. 

Los receptores para LDL se transportan a la membrana plas¬ 
matica de las celulas, donde se concentra en los fosos cubiertos, 
incluso en ausencia de ligando. Como resultado, los receptores se 
hallan en la superficie celular, listos para captar las lipoproteinas 
de la sangre si estan disponibles. Una vez que la LDL se une con 
un foso cubierto, este se invagina para formar una vesicula cubier- 
ta, la cubierta de clatrina se desarma y los receptores de LDL 
se reciclan de nueva cuenta a la membrana plasmatica, como se 
muestra en la figura 8-42. Mientras tanto, las particulas de LDL 
se trasladan a los lisosomas, donde el componente proteico se 
degrada y el colesterol se desesterifica para que la celula lo utilice 
en la formation de membrana o en otros procesos metabolicos 
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FIGURA 8-43 Colesterol LDL. Cada partfcula se integra con moleculas de 
colesterol esterificado, rodeadas por una capa monomolecular mixta de fos- 
folfpidos y colesterol, ademas de una sola molecula de la protefna apolipo- 
protefna B-100, que interactua de manera especffica con el receptor LDL 
que sobresale de la membrana plasmatica. 


(p. ej., sintesis de hormonas esteroideas). Las personas con un 
raro trastorno hereditario llamado enfermedad de Niemann-Pick 
tipo C carecen de una de las proteinas necesarias para transferir 
el colesterol fuera de los lisosomas. La acumulacion resultante 
de colesterol en estos organelos causa degeneracion nerviosa y 
muerte durante la lactancia temprana. En la section Vlas expe- 
rimentales se describen con detalle los estudios de una enferme¬ 
dad diferente que condujo al descubrimiento de la endotitosis 
mediada por receptor y la interiorizacion de la LDL. 


El nivel de LDL en sangre se relaciona con el desarrollo de 
ateroesclerosis, un trastorno caracterizado por la formation 
de placas en las paredes de las arterias que disminuyen el flujo 
sanguineo por los vasos y actuan como nichos para la formation 
de coagulos sanguineos. Los coagulos que bloquean las arterias 
coronarias son la principal causa de infartos miocardicos (ataque 
al corazon). Los estudios sugieren que la ateroesclerosis se debe 
a la reaction inflamatoria cronica que se inicia por el deposito 
de LDL en las paredes internas de los vasos sanguineos, como 
se indica en la figura 8-44. La reduction de los niveles de LDL 
es mas facil de lograr si se administran medicamentos llama- 
dos estatinas, (p. ej., lovastatina y pravastatina) que bloquean la 
action de la reductasa de HMG-CoA, una enzima clave para 
la sintesis de colesterol (pag. 322). Cuando los niveles sangui¬ 
neos de colesterol disminuyen, el riesgo de un infarto cardiaco 
baja tambien. 

Las LDL no son los unicos agentes transportadores de 
colesterol en la sangre. Las lipoproteinas de alta densidad (HDL) 
tienen una construction similar, pero poseen una proteina dis- 
tinta (apolipoproteina A-I) y una funcion diferente en el cuerpo. 
La LDL sirve sobre todo para transportar en la sangre molecu¬ 
las de colesterol, del higado, donde se sintetizan y empacan, a 
todas las celulas del cuerpo. La HDL transporta colesterol en el 
sentido contrario. El exceso de colesterol se traslada fuera de la 
membrana plasmatica de las celulas del cuerpo a las particulas de 
HDL circulantes, las cuales llevan el colesterol al higado para su 
excretion. Tal y como los niveles sanguineos elevados de LDL 
se relacionan con un mayor riesgo de enfermedad cardiaca, los 
niveles sanguineos altos de HDL se vinculan con un menor ries¬ 
go, lo cual hizo que la HDL se llamara “colesterol bueno”. No 
obstante, el asunto no es tan sencillo. Por ejemplo, las moleculas 
de colesterol pueden transformarse de HDL en LDL mediante 
una enzima llamada proteina de transferencia de ester de coles- 
terilo (CETP), una actividad que tiende a reducir los niveles de 
colesterol HDL. La CETP se convirtio en el centra de inves- 
tigaciones despues del descubrimiento de familias japonesas 
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FIGURA 8-44 Un modelo de la formacion de la placa ateroesclerotica. De 

acuerdo con este modelo, la formacion de la placa se inicia con varios tipos 
de lesiones en las celulas endoteliales que recubren el vaso sanguineo, inclui- 
do el dano causado por los radicales libres de oxigeno que alteran la estruc- 
tura quimica de las particulas de LDL-colesterol. El endotelio lesionado 
actua como atraycntc para los leucocitos y macrofagos, los cuales migran por 
debajo del endotelio y permanecen ahi. Los macrofagos ingieren la LDL 
oxidada, la cual se deposita en el citoplasma como gotitas de acido ricas 


en colesterol. Estos macrofagos se conocen como celulas espumosas. Las 
sustancias liberadas por los macrofagos estimulan la proliferation de celulas 
musculares lisas, las cuales producen una matriz densa de tejido conjuntivo 
fibroso (tapa fibrosa) que produce un abultamiento en la luz arterial. Estas 
lesiones abultadas no solo limitan el flujo sanguineo, sino que tienden a 
romperse, lo cual desencadena la formacion de un coagulo y un ataque car¬ 
diaco. 
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FIGURA 8-45 Fagocitosis. a) Esquema de los pasos en el encierro, digestion 
y absorcion de materiales captados por una ameba mediante fagocitosis. b) 
Proceso de encierro ilustrado por un leucocito polimorfonuclear que ingiere 
una particula de levadura. ( B , tomada de Janet Boyles y Dorothy F. 
Bainton. Cell 24:906,1981. Con autorizacion de Cell Press.) 


cuyos integrantes vivian mas de 100 anos y tenian mutaciones 
en el gen CETP. Varios inhibidores de CETP de bajo peso 
molecular se han sometido a ensayos clmicos, y se observa que 
incrementan en gran medida las concentraciones sanguineas de 
HDL. Actualmente se investiga si esta respuesta se correlaciona 
o no con un menor nivel de coronariopatia. 



Fagocitosis 

La fagocitosis (cuando la celula “come”) es tarea extensa de unos 
cuantos tipos de celulas especializadas en la captation de parti- 
culas relativamente grandes (>0.5 pm de diametro) del ambien- 
te. Muchos protistas unicelulares, como las amebas y los ciliados, 
viven porque atrapan particulas de alimento y microorganismos 
mas pequenos y los encierran dentro de pliegues de su membra- 
na plasmatica (fig. 8-45a). Los pliegues se fusionan para formar 
una vacuola (o fagosoma ) que se separa de la membrana plasma¬ 
tica hacia el interior. El fagosoma se fusiona con un lisosoma y el 
material se digiere dentro del fagolisosoma resultante. 

En la mayoria de los animales, la fagocitosis es un meca- 
nismo protector en lugar de una forma de alimentation. Los 
mamiferos tienen diversos fagocitos “profesionales”, incluidos 
los neutrofilos y los macrofagos, que viajan por la sangre y los 
tejidos para fagocitar a los microorganismos invasores, celulas 
danadas y moribundas y detritos. Las celulas fagociticas reco- 
nocen a los materiales y los unen mediante receptores en su 
superficie antes de captarlos. Una vez dentro del fagocito, los 
microorganismos pueden destruirse con las enzimas lisosomi- 
cas o con radicales fibres de oxigeno generados dentro de la luz 
del fagosoma. El proceso de inclusion de la particula se muestra 
en la micrografia que abre el capitulo y en la figura %-ASb. Los 
pasos de la digestion de los materiales atrapados se ilustran en 
la figura 8-46. La fagocitosis de particulas materiales se favorece 
por las actividades contractiles de los microfilamentos con actina 
subyacentes a la membrana plasmatica. 

No todas las bacterias ingeridas por celulas fagociticas se 
destruyen. De hecho, algunas especies secuestran los mecanis- 
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FIGURA 8-46 Resumen de la via fagocitica. 
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mos fagociticos para promover su propia supervivencia en el 
cuerpo. Por ejemplo, Mycobacterium tuberculosis , el agente cau- 
sante de la tuberculosis, se capta en el citoplasma de un macro- 
fago por fagocitosis, pero los fagosomas en los que se encierra a 
las bacterias no se fusionan con un lisosoma. El microorganismo 
encerrado inhibe la fusion de las membranas que conduciria a su 
destruction y en lugar de ello se multiplica dentro de la celula. 
En cambio, la bacteria causante de la fiebre Q _Coxiella burnetii , 
se encierra en un fagosoma que se fusiona con un lisosoma, pero 
ni el ambiente acido ni las enzimas lisosomicas pueden des- 
truir al patogeno. Listeria monocytogenes , una bacteria que causa 
meningitis, produce proteinas que destruyen la integridad de 
la membrana lisosomica, lo que permite que la bacteria escape 
hacia el citosol de la celula (vease fig. 9-67). 


REVISION 


1. Describa los pasos que ocurren entre la union de una par- 
ticula de LDL a la membrana plasmatica de una celula y 
la entrada de las moleculas de colesterol al citosol. 

2. Describa la estructura molecular de la clatrina y la rela¬ 
tion entre su estructura y su funcion. 

3. <;Que comparacion puede establecerse entre el come- 
tido de la fagocitosis en la vida de una ameba y en un 
animal multicelular?, ^cuales son los principales pasos 
que ocurren durante la fagocitosis? 


8.9 CAPTACION DE PROTEINAS _ 

POR PEROXISOMAS. MITOCONDRIAS 

Y CLOROPLASTOS DESPUES 

DE LA TRADUCCION 

En este capitulo se explico que el transito de proteinas 
dentro de la celula lo regulan: a) senales clasificadoras, como el 
peptido de serial de las proteinas secretadas o los grupos fosfato 
de manosa de las enzimas lisosomicas, y b) receptores que reco- 
nocen estas senales y entregan a las proteinas que las tienen al 
compartimiento apropiado. Cuatro de los principales organelos 
de la celula (nucleo, mitocondrias, cloroplastos y peroxisomas) 
importan proteinas a traves de una o mas membranas limitantes 
externas. Como en el caso del reticulo endoplasmico rugoso, 
las proteinas que importan estos organelos contienen secuencias 
de aminoacidos que sirven como domicilios que reconocen los 
receptores en la membrana externa del organelo. A diferencia 
del ER rugoso que casi siempre importa sus proteinas al mismo 
tiempo de la traduction, las proteinas de estos otros organelos se 
importan despues de la traduction, es decir, luego de su sintesis 
completa en el citosol. 

La importation de proteinas al nucleo es un tema especia- 
lizado que se trata por separado en la section 12.1. La importa¬ 
tion de proteinas a los peroxisomas, mitocondrias y cloroplastos 
se explica en las secciones siguientes. 


Captacion de proteinas en los peroxisomas 

Los peroxisomas son organelos muy sencillos que solo tienen 
dos compartimientos en los que una proteina importada puede 
situarse: la membrana limitante y la matriz interna (pag. 207). 
Las proteinas destinadas a un peroxisoma tienen una serial de 
direccion peroxisomica ya sea una PTS para una proteina de la 
matriz peroxisomica o una mPTS para una proteina peroxisomi¬ 
ca de la membrana. Se han identificado varios receptores dife- 
rentes para PTS, mPTS y PTS. Los receptores PTS se unen con 
las proteinas destinadas al peroxisoma en el citosol y las envian a 
la membrana peroxisomica. Al parecer el receptor acompana 
a la proteina peroxisomica por la membrana hasta la matriz y 
luego se recicla en el citosol para acompanar a otra proteina. A 
diferencia de las mitocondrias y los cloroplastos, cuyas protei¬ 
nas importadas deben asumir un estado desplegado, de alguna 
manera los peroxisomas son capaces de importar proteinas de la 
matriz peroxisomica en su conformation plegada nativa, incluso 
las que tienen varias subunidades. El mecanismo por el cual los 
peroxisomas son capaces de realizar esta tarea impactante aun es 
tema de conjetura. 


Captacion de proteinas en las mitocondrias 

Las mitocondrias tienen cuatro compartimientos a los cuales 
pueden llegar las proteinas: una membrana mitocondrial exter¬ 
na (OMM), membrana mitocondrial interna (IMM), espacio 
intermembranoso y matriz (vease fig. 5-3r). Aunque las mito¬ 
condrias sintetizan unos cuantos de sus polipeptidos integrales 
de membrana (13 en los mamiferos), alrededor de 99% de las 
proteinas del organelo se codifica en el genoma nuclear, se sinte- 
tiza en el citosol y se importa despues de la traduction. Esta des¬ 
cription se limita a las proteinas de la matriz mitocondrial y a la 
membrana mitocondrial interna, que juntas constituyen la gran 
mayoria de las proteinas dirigidas a este organelo. Como sucede 
con las proteinas peroxisomicas y las proteinas de otros compar¬ 
timientos, las proteinas mitocondriales contienen secuencias de 
serialization que las dirigen al sitio a donde pertenecen. Las pro¬ 
teinas de la matriz mitocondrial poseen una secuencia directriz 
removible (llamada secuencia previa) localizada en el extremo 
N de la molecula (paso 1, fig. 8-47 a) que incluye varios residuos 
de carga positiva. En cambio, la mayor parte de las protei¬ 
nas destinadas a la membrana mitocondrial interna cuenta con 
secuencias directrices internas que permanecen como parte de 
la molecula. 

Antes que una proteina pueda entrar a una mitocondria, 
se cree que tienen lugar varios fenomenos. Primero, la proteina 
debe presentarse a la mitocondria en un estado relativamente 
desplegado o extendido (pasos 1 y A, fig. 8-47«). Varias mole¬ 
culas chaperonas diferentes (p. ej., Hsp70) participan en la 
preparation de polipeptidos para su captation en las mitocon¬ 
drias, incluidas unas que dirigen en forma especifica las pro¬ 
teinas mitocondriales a la superficie citosolica de la membrana 
mitocondrial externa (fig. 8-47«). La membrana mitocondrial 
externa contiene un complejo importador de proteina, el comple- 
jo TOM, que incluye: a) receptores que reconocen y se unen con 
proteinas mitocondriales y b) canales recubiertos con proteina 
por los cuales pasan los polipeptidos desplegados a traves de la 
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FIGURA 8-47 Importacion de proteinas a la mitocondria. a ) Pasos pro- 
puestos de las proteinas importadas despues de la traduccion en la matriz 
mitocondrial o la membrana mitocondrial interna. El polipeptido se dirige 
a una mitocondria gracias a una secuencia directriz, que se localiza en el 
extremo N en la proteina de la matriz (paso 1) y se halla en la parte interna 
en la proteina de membrana interna (paso A). Las moleculas citosolicas 
Hsp70 despliegan el polipeptido antes de su entrada a la mitocondria. Los 
receptores de membrana (proteinas transmembranosas rojas) reconocen a 
las proteinas y las trasladan por la membrana mitocondrial externa a traves 
de los poros en el complejo TOM de la membrana mitocondrial externa 
(paso 2 o B). Las proteinas integrates de la membrana mitocondrial interna 
se dirigen al complejo TIM22 de la IMM (paso C), lo cual las dirige a la 
bicapa de lipidos de la IMM (paso D). Las proteinas de la matriz mito¬ 
condrial se trasladan por el complejo TIM23 de la IMM (paso 3). Una 


vez que la proteina entra a la matriz, se le une una chaperona mitocondrial 
(paso 4), la cual puede tirar del polipeptido hacia la matriz o actuar como 
un trinquete browniano para asegurar que se difunda hacia la matriz (estos 
mecanismos alternos de chaperonas se explican en el texto). Una vez en la 
matriz, la proteina desplegada asume su conformacion nativa (paso 5 a) con 
la ayuda de las chaperonas Hsp60 (no se muestran). La secuencia previa se 
elimina por medios enzimaticos (paso 5b). b ) Modelo de los mecanismos 
mitocondriales de importacion de proteinas que muestra el numero, tamano 
relativo y topologia de las diversas proteinas incluidas en esta actividad. El 
complejo TOM es de color rojizo, el complejo TIM23 es amarillo verdoso, 
el complejo TIM22 es verde y las chaperonas cooperadoras son azules. ( B , 
TOMADA DE ToSHIYA EnDO, HaYASHI YAMAMOTO Y MaSATOSHI EsAKI, J. 
Cell Science, portada del vol. 116, #16,2003. Con autorizacion de 
the Company of Biologists, Ltd.) 


membrana externa (pasos 2 y B). 6 Las proteinas destinadas a 
la membrana mitocondrial interna o la matriz deben pasar por el 


6 Es interesante senalar que, a diferencia del translocon del ER o el peroxisoma, la 
proteina formadora del poro del complejo TOM es una proteina de barril beta, como 
las otras proteinas integrales de la membrana mitocondrial externa (pag. 182), lo que 
refleja su evolution de la membrana externa de una bacteria ancestral. Esto tiene con- 
secuencias fiincionales, como que la proteina de barril beta no pueda abrirse hacia los 
lados para permitir que las proteinas integrales se inserten en la membrana mitocon¬ 
drial externa. Como resultado, las proteinas de la OMM tienen que pasar al espacio 
intermembranoso antes de ingresar a la bicapa de la membrana mitocondrial externa. 


espacio intermembranoso y acoplarse con un segundo complejo 
importador de proteinas localizado en la membrana mitocon¬ 
drial interna, el complejo TIM. La IMM tiene dos complejos 
TIM principales: TIM22, que se une con proteinas integrales 
de la IMM y las inserta en la bicapa de lipidos (pasos C-D, 
fig. 8-47«), y TIM23, que se une con proteinas de la matriz y 
las traslada a traves de la membrana mitocondrial interna hasta 
el compartimiento de la matriz acuosa (paso 3). La transloca¬ 
tion ocurre en sitios en los que las membranas mitocondriales 
externa e interna estan muy proximas, de manera que la proteina 
importada puede cruzar ambas membranas al mismo tiempo. 
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El movimiento hacia la matriz esta impulsado por el potencial 
electrico a traves de la membrana mitocondrial interna que actua 
sobre la serial directriz con carga positiva; si se disipa el potencial 
por la adicion de un farmaco como el dinitrofenol (pag. 198), 
cesa la translocation. 

Cuando entra a la matriz, un polipeptido interactua con 
las chaperonas mitocondriales, como mtHsp70 (paso 4, fig. 
8-47a), que median la entrada al compartimiento acuoso. Se han 
propuesto dos mecanismos para explicar la action general de 
las chaperonas participantes en el movimiento de proteinas a 
traves de las membranas, que es un fenomeno muy difundido. 
De acuerdo con un nuevo punto de vista, las chaperonas actuan 
como motores generadores de fuerza que usan la energia deri- 
vada de la hidrolisis del ATP para “tirar” del polipeptido des- 
plegado a traves del poro de translocation. Segun un enfoque 
alternative, las chaperonas ayudan a la difusion del polipeptido 
a traves de la membrana. La difusion es un proceso aleatorio 
en el que una molecula puede moverse en cualquier direction 
disponible. 

Considerese lo que sucederia si un polipeptido desplegado 
entrara a un poro de translocation en la membrana mitocondrial 
y “metiera la cabeza” en la matriz. De igual modo, que sucede¬ 
ria si una chaperona que reside en la superficie interna de la 
membrana pudiera unirse con el polipeptido sobresaliente de tal 
forma que Bloqueara la difusion del polipeptido de regreso por 
el poro y hacia el citosol, pero no bloqueara su difusion hacia la 
matriz. A medida que el polipeptido se difunde cada vez mas 
hacia la matriz, se producirian uniones repetidas con la mole¬ 
cula chaperona y en cada etapa impediria que se difundiera de 
regreso. Este mecanismo de action de las chaperonas se conoce 
como difusion tendenciosa y se dice que la chaperona actua como 
“trinquete browniano”; ei termino “browniano” se refiere a la 
difusion aleatoria y un “trinquete” es un instrumento que permi- 
te el movimiento solo en una direction. Los estudios recientes 
sugieren la probabilidad de que se utilicen ambos mecanismos 
de action de las moleculas chaperonas y actuen en cooperation. 
Sin importar cual sea el mecanismo de entrada, una vez que 
esta en la matriz, el polipeptido obtiene su conformation nativa 
(paso 5a, fig. 8-47«) despues de la elimination enzimatica de la 
secuencia previa (paso 5b). 


Captacion de proteinas en los cloroplastos 

Los cloroplastos poseen seis compartimientos a los que pueden 
llegar las proteinas: membranas de envoltura interna y externa, 
espacio intermembranoso, estroma, membrana tilacoide y luz 
del tilacoide (fig. 8-48). Los mecanismos de importation del 
cloroplasto y la mitocondria tienen muchas similitudes, aun- 
que sus mecanismos de translocation evolucionaron de manera 
independiente. Como sucede en la mitocondria: 

1. La gran mayoria de las proteinas de los cloroplastos se impor- 
ta del citosol. 

2. Las membranas de envoltura externa e interna contienen 
distintos complejos de translocation ( complejos Toe y Tic, res- 
pectivamente) que funcionan de manera conjunta durante la 
importation. 

3. Las moleculas chaperonas ayudan a desplegar los polipepti- 
dos en el citosol y plegar las proteinas en el cloroplasto. 
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FIGURA 8-48 Importation de proteinas al cloroplasto. Las proteinas codi- 
ficadas por genes nucleares se sintetizan en el citosol y se importan a tra¬ 
ves de poros recubiertos con proteina en ambas membranas de la envoltura 
externa del cloroplasto (paso 1). Las proteinas destinadas al estroma (paso 
la) contienen un dominio directriz al estroma en el extremo N, mientras 
que las proteinas destinadas al tilacoides (paso lb) poseen un dominio 
directriz al estroma y un dominio de transferencia tilacoide en su extremo 
N. Las proteinas estromales permanecen en el estroma (paso 2) despues de 
la translocation a traves de la envoltura exterior y la elimination de su unica 
secuencia directriz. La presencia del dominio de transferencia tilacoide hace 
que las proteinas tilacoides se trasladen a la membrana tilacoide o la crucen 
del todo (paso 3). Varias de las proteinas de la membrana tilacoide se codifi- 
can en genes del cloroplasto y se sintetizan en los ribosomas del cloroplasto 
que estan unidos a la superficie exterior de la membrana tilacoide (paso 4). 


4. Las proteinas destinadas al cloroplasto se sintetizan con 
una secuencia terminal N removible (llamada peptido de 
transito). 

El peptido de transito hace algo mas que solo dirigir a un 
polipeptido al cloroplasto: le proporciona un “domicilio” que 
localiza al polipeptido en uno de varios posibles compartimien¬ 
tos dentro del organelo (fig. 8-48).Todas las proteinas que pasan 
por la envoltura del cloroplasto contienen un dominio de direc¬ 
tion estromal como parte de su peptido de transito que garantiza 
que el polipeptido ingrese al estroma. Una vez en el estroma, 
se retira el dominio directriz del estroma mediante una pep- 
tidasa procesadora que se localiza en ese compartimiento. Los 
polipeptidos que pertenecen a la membrana tilacoide o a la luz 
tilacoide poseen un segmento adicional en el peptido de transito, 
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el dominio de transferencia tilacoide, que determina la entrada al 
tilacoide. Se han identificado distintas vias y a traves de ellas las 
proteinas se insertan en la membrana tilacoide o se trasladan a la 
luz tilacoide. Estas vias muestran similitudes llamativas con los 
sistemas de transporte de las celulas bacterianas, los supuestos 
ancestros de los cloroplastos. Muchas de las proteinas que resi- 
den dentro de la membrana tilacoide se codifican en genes del 
cloroplasto y se sintetizan en ribosomas unidos a la membrana 
del cloroplasto, como se ilustra en el paso 4 de la figura 8-48. 


REVISION 


1. ^De que forma las proteinas, como las enzimas del 
ciclo del acido tricarboxilico, pueden llegar a la 
matriz mitocondrial? 

2. <;Cual es el papel de las chaperonas citosolicas y 
mitocondriales en el proceso de importation mito¬ 
condrial? 

3. Distinga entre dos posibles mecanismos de importa¬ 
tion: difusion tendenciosa y motores generadores de 
fuerza. 

4. Describa los pasos por los cuales un polipeptido 
se moveria del citosol, donde se sintetiza, a la luz 
tilacoide. 


VIAS EXPERIMENTALES 


Endocitosis mediada por receptor 


El desarrollo embrionario comienza con la fusion de un espermato- 
zoide minusculo y un ovulo mucho mayor. Los ovulos se desarrollan 
a partir de los oocitos, los cuales acumulan el vitelo que se sintetiza en 
otra parte del cuerpo de la mujer. ,;C6mo pueden ingresar las proteinas 
vitelinas de alto peso molecular en el oocito? En 1964, Thomas Roth y 
Keith Porter de la Harvard University informaron sobre el mecanismo 
por el cual las proteinas vitelinas podrian penetrar en los oocitos de 
mosquitos. 1 Advirtieron que durante las etapas de crecimiento rapido 
del oocito habia un aumento notable del numero de depresiones pare- 
cidas a fosos en la superficie del oocito. Los fosos, que se formaban por 
la invagination de la membrana plasmatica, estaban cubiertos en su 
superficie interna por una cubierta erizada. En una proposition visio- 
naria, Roth y Porter postularon que las proteinas vitelinas se adsorbian 
de manera especifica en la superficie externa de la membrana de los 
fosos cubiertos y que luego se invaginaban como vesiculas cubiertas. 
Las vesiculas cubiertas perderian su cubierta erizada y se fusionarian 
entre si para producir los cuerpos vitelinos grandes y delimitados por 
membrana caracteristicos del oocito maduro. 

La primera notion de la estructura de las vesiculas cubiertas la 
obtuvieron Toku Kanaseki y Ken Kadota de la Universidad de Osaka 


en 1969. 2 El estudio con microscopio electronico de una fraction 
vesicular burda aislada de cerebros de cerdos de Guinea mostro que 
las vesiculas cubiertas estaban revestidas por una red poligonal (fig. 1). 
Estos investigadores sugirieron que las cubiertas eran un aparato para 
controlar el desdoblamiento de la membrana plasmatica durante la for¬ 
mation de la vesicula. 

Los primeros estudios sobre la naturaleza bioquimica de la cubier¬ 
ta vesicular se publicaron en 1975 a cargo de Barbara Pearse del Medical 
Research Council en Cambridge, InglaterraP Pearse desarrollo un pro- 
cedimiento en el que las vesiculas de membrana de cerebros de cerdo 
se centrifugaban a traves de una sucesion de gradientes de densidad de 
sacarosa hasta obtener una fraction purificada de vesiculas cubiertas. 
La proteina de las vesiculas cubiertas se solubilizo y fracciono median- 
te electroforesis en SDS-gel de poliacrilamida (SDS-PAGE, section 
18.7). Los resultados indicaron que la cubierta contenia una especie 
predominante de proteina con una masa molecular cercana a 180 000 
Da. Pearse denomino clatrina a esta proteina. La investigadora encontro 
la misma proteina (basada en la masa molecular y el mapeo peptidico) 
en preparaciones de vesiculas cubiertas que se habian aislado de varios 
tipos distintos de celulas obtenidas de mas de una especie animal. 4 
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FIGURA 1 a ) Un modelo hecho a mano de una “canasta 
vacia” que formaria la celosia superficial de una vesicula 
cubierta. b ) Micrograffa electronica de alto poder de una 
canasta proteinacea vacia. Los numeros 5 y 6 se refieren 
a elementos pentagonales y hexagonales en la malla, res- 
pectivamente. (. A-B , tomadas de Toku Kanaseki y Ken 
Kadota, J Cell Biol 42:216,1969; con autorizacion 
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University Press.) 
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(b) 
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FIGURA 2 La actividad de la reductasa de HMG-CoA en los fibroblastos 
normales se midio despues de la adicion de la fraccion de lipoprotefna de 
suero de becerro (cuadros vacfos), suero de becerro no fraccionado (clrculos 
llenos) o la fraccion no lipoprotefna del suero de becerro (triangulos vacfos). 
Es evidente que las lipoprotefnas disminuyen en gran medida la actividad 
de la enzima, mientras que las no lipoprotefnas tienen poco efecto. (Toma- 
da de M. S. Brown et al. Proc Nat’l Acad Sci USA 70:2166,1973.) 


Mientras se realizaba el estudio descrito, al parecer una lfnea de 
investigation independiente comenzo en 1973 en los laboratorios de 
Michael Brown y Joseph Goldstein de la University of Texas Medical 
School en Dallas. Brown y Goldstein se habian interesado en el trastor- 
no hereditario hipercolesterolemia familiar. Las personas homocigoticas 
para el gen defectuoso (el alelo FH), que tenian niveles muy altos de 
colesterol serico (800 mg/100 ml contra 200 mg/100 ml de las per¬ 
sonas normales) y siempre desarrollaban bloqueos arteriales graves 
(ateroescleroticos), por lo general morian por infarto cardiaco antes de 
los 20 anos de edad. En ese momento se sabfa muy poco acerca de los 
defectos fisiologicos o bioquimicos fundamentales de este trastorno. 

Brown y Goldstein empezaron sus estudios de la hipercoles¬ 
terolemia familiar con el examen del metabolismo del colesterol en 
fibroblastos cultivados obtenidos de la piel de individuos normales y 
pacientes con el trastorno. Encontraron que la enzima que controla la 
velocidad de la biosfntesis del colesterol, la reductasa de HMG-CoA, 
podia inhibirse en los fibroblastos normales con la adicion de lipopro- 
teinas que contenian colesterol (como la LDL) al medio (fig. 2). 5 Por 
lo tanto, la adicion de LDL al medio de cultivo en el que crecian fibro¬ 
blastos normales redujo la actividad de la reductasa de HMG-CoA, 
con el descenso correspondiente de la sintesis de colesterol en los fibro¬ 
blastos. Cuando se midieron los niveles de reductasa de HMG-CoA 
en los fibroblastos provenientes de personas con hipercolesterolemia 
familiar, se hallo que eran 40 a 60 veces mas altos que en los fibroblas¬ 
tos normales. 6 Ademas, la actividad enzimatica de los fibroblastos con 
el trastorno no se modificaba por la presencia de LDL en el medio de 
cultivo (fig. 3). 

^De que forma las lipoprotefnas en el medio afectan la actividad 
de una enzima en el citoplasma de celulas cultivadas? Para responder 
esta pregunta, Brown y Goldstein iniciaron estudios sobre la interac¬ 
tion entre las celulas y las lipoprotefnas. Agregaron LDL con marca 
radiactiva a las cajas de cultivo que tenian una sola capa de fibroblastos 
derivados de sujetos con hipercolesterolemia familiar o personas nor¬ 
males. 7 Los fibroblastos normales captaban las moleculas marcadas de 
LDL con gran afinidad y especificidad, pero las celulas mutantes eran 
incapaces de unirse con estas moleculas de lipoprotefna (fig. 4). Estos 
resultados indicaron que las celulas normales tienen un receptor muy 


FIGURA 3 Fibroblastos de un sujeto control (cfrculos llenos) o un paciente 
con hipercolesterolemia familiar (FH) (cfrculos vacfos) que se cultivaron en 
platillos que contenfan suero de becerro fetal. En el sexto dfa (que corres- 
ponde a las cero horas en la grafica) el medio se sustituyo por uno fresco que 
contenfa plasma humano deficiente en lipoprotefna. Despues del tiempo 
indicado, se prepararon extractos y se midio la actividad de la reductasa 
de HMG-CoA. Si se observan las celulas control, resulta aparente que al 
principio del periodo de vigilancia las celulas tienen muy poca actividad 
enzimatica porque el medio contenfa tantas lipoprotefnas con colesterol 
que las celulas no necesitaban sintetizar su propio colesterol. Una vez que 
se cambio el medio al plasma deficiente en lipoprotefna, las celulas ya no 
fueron capaces de usar el colesterol del medio, por lo que aumento la canti- 
dad de enzima en la celula. En cambio, las celulas de pacientes con FH no 
mostraron respuesta a la presencia o ausencia de lipoprotefnas en el medio. 
(Tomada de J. L. Goldstein y M. S. Brown, Proc Nat’l Acad Sci USA 
70:2805,1973.) 



FIGURA 4 Transcurso del tiempo de la union de LDL marcada con 125 I a las 
celulas de un sujeto normal (cfrculos) y a un homocigotico con FH (trian¬ 
gulos) a 37°C. Las celulas se incubaron en un medio amortiguador que 
contenfa 5 mg/ml de LDL- 125 I en presencia (cfrculos y triangulos vacfos) y 
ausencia (cfrculos y triangulos llenos) de 250 mg/ml de LDL no radiactiva. 
Es evidente que en ausencia de LDL no radiactiva adicional, las celulas 
normales se unen con cantidades significativas de LDL marcada, pero las 
celulas de pacientes con FH no. La union de LDL marcada disminuye en 
grado notorio en presencia de LDL no radiactiva porque las lipoprotefnas 
no marcadas compiten con las marcadas por los sitios de union. Por lo tanto, 
la union de la lipoprotefna con las celulas es especffica (no es resultado de 
algun fenomeno de union inespecffica). (Tomada de M. S. Brown yJ. L. 
Goldstein, Proc Nat’l Acad Sci USA 71:790,1974.) 
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especifico para LDL y que este receptor es defectuoso o inexistente en 
las celulas de pacientes con hipercolesterolemia familiar. 

Para visualizar el proceso de union e interiorizacion del receptor, 
Brown y Goldstein formaron un equipo con Richard Anderson, quien 
habia estudiado la estructura celular con el microscopio electronico. 
El grupo incubo fibroblastos de personas normales y con hipercoles¬ 
terolemia familiar junto con LDL que se habia unido mediante enlace 
covalente con la ferritina, proteina que contiene hierro. A causa de los 
atomos de hierro, las moleculas de ferritina pueden dispersar un haz 
de electrones y asi se pueden visualizar en el microscopio electroni¬ 
co. Cuando los fibroblastos normales se incubaron con ferritina-LDL 
a 4°C, una temperatura en la que los ligandos pueden unirse con la 
superficie celular, pero no pueden interiorizarse, las particulas de LDL- 
ferritina se vieron unidas a la superficie celular. Un examen minucio- 
so revelo que las particulas de LDL no estaban diseminadas al azar 
sobre la superficie celular, sino localizadas en segmentos cortos de la 
membrana plasmatica en los que la membrana se invaginaba y esta- 
ba cubierta con un material “difuso” (fig. 5). 8 Estos segmentos de la 
membrana eran similares a los fosos cubiertos descritos al principio por 
Roth y Porter y desde entonces se han visto en diversos tipos celulares. 
Aunque las celulas de los pacientes con FH tienen un numero similar 
de fosos cubiertos en su superficie, ninguna particula de LDL-ferritina 
se unio con estas celulas mutantes. Los resultados apoyaron la proposi¬ 
tion de que el alelo mutante para la hipercolesterolemia familiar codi- 
fica un receptor incapaz de unirse con LDL. Los estudios siguientes 
con microscopia electronica sobre la interiorizacion de LDL-ferritina 
revelaron la via endocitica por la cual se interiorizan estas particulas de 
lipoproteina, como se describe en el texto del capitulo. 9 

Con base en estos resultados, el grupo postulo que la interioriza¬ 
cion rapida de la LDL unida al receptor depende de la localization de 
los receptores para LDL en los fosos cubiertos. A partir de este postu- 
lado, se infiere que si un receptor para LDL no se localiza dentro de un 
foso cubierto, seria incapaz de entregar su ligando unido a los lisosomas 
celulares y, por lo tanto, seria imposible que influyera en la biosintesis 
de colesterol dentro de la celula. Mas o menos en esa epoca se descu- 
brio un receptor para LDL con un tipo diferente de mutation. Los 
receptores para LDL que tienen este nuevo defecto (conocido como 
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FIGURA 5 Micrografia electronica que muestra la union de LDL con los 
fosos cubiertos de fibroblastos humanos. La LDL se hizo visible al conjugar 
las particulas con ferritina que contenia hierro electrodenso. (Tomada de 
R. G. W. Anderson, M. S. Brown y J. L. Goldstein, Cell 10:356,1977. 
Con autorizacion de Cell Press.) 


la mutation J. D. por el paciente en el que se encontro) se unen con 
cantidades normales de LDL marcada con radiactividad, pero la lipo¬ 
proteina unida con el receptor no se interiorizo y, por consiguiente, no 
llego a los lisosomas citoplasmicos para el procesamiento. 10 Anderson 
y colaboradores postularon que el receptor LDL era una proteina 
transmembranosa que en condiciones normales se localiza en los fosos 
cubiertos porque su dominio citoplasmico se une de manera especifica 
con un componente de los fosos cubiertos, tal vez la clatrina (pero mas 
tarde se identified como una subunidad probable de un adaptador AP, 
como se explica mas adelante). A causa de un defecto en este dominio 
citoplasmico, el receptor mutante J. D. fue incapaz de localizarse en los 
fosos cubiertos de la celula. Las personas con esta mutation tienen el 
mismo fenotipo que los individuos cuyos receptores son incapaces de 
unirse con la lipoproteina de baja densidad. 

Los estudios subsecuentes determinaron que el receptor normal 
para LDL es una glucoproteina transmembranosa de 839 aminoacidos 
y los 50 aminoacidos del extremo C se extienden hacia dentro a partir 
de la membrana como dominio citoplasmico. El analisis del receptor 
mutante J. D. revelo que la proteina contenia una sola sustitucion de 
aminoacidos: un residuo de tirosina que en condiciones normales se 
localiza en la position 807 se cambio por una cisteina. 11 Esta sola alte¬ 
ration en la secuencia de aminoacidos elimino la capacidad de la pro¬ 
teina para concentrarse en los fosos cubiertos. 

En los anos siguientes, la atencion se desvio hacia las secuencias 
de aminoacidos de las colas citoplasmicas de otros receptores que se 
localizan en los fosos cubiertos. ^Existia una senal comun de interiori¬ 
zacion? Los estudios con diversos receptores de membrana mostraron 
dos de estas senales, ambas con tirosina (Y, en la nomenclatura de una 
sola letra): una senal menos frecuente, NPXY (como en el receptor 
para LDL) y una senal mas frecuente YXX(|) (como en el receptor para 
transferrina). En la senal YXX(|), X puede ser cualquier aminoacido y <|> 
es un aminoacido con una cadena lateral voluminosa e hidrofoba. La 
secuencia YXX(|) del receptor se une con la subunidad (t de los adap- 
tadores AP2 (fig. 8-40). 12 Los estudios cristalograficos con rayos X 
revelaron la naturaleza de la interaction entre el adaptador y la senal de 
interiorizacion. 13 Dentro de la subunidad (I hay dos sacos hidrofobos, 
uno que se une con el residuo de tirosina y el otro con la cadena lateral 
hidrofoba voluminosa de la senal de interiorizacion. Mientras tanto, el 
complejo adaptador AP2 se une con la cubierta de clatrina mediante su 
subunidad beta (fig. 8-40). Como resultado de estos diversos contactos 
intermoleculares, el complejo adaptador y el receptor quedan atrapados 
en los fosos cubiertos antes de la endocitosis. 14 

En la ultima decada se siguieron distintas lineas de investiga¬ 
tion, muchas de estas sobre la endocitosis mediada por clatrina. Uno 
de los enfoques experimentales mas fructiferos ha sido marcar dos o 
mas componentes de la maquinaria endocitica con diferentes colo- 
rantes fluorescentes y seguir sus movimientos en el tiempo dentro de 
una celula viva. Usando este metodo, los investigadores han observado 
dinamina, adaptadores AP2 o diferentes tipos de receptores de carga 
unidos a fosetas cubiertas de clatrina para ser envueltos por una vesi- 
cula cubierta de clatrina, que entonces se desprende en el citoplasma y 
desaparece. En la figura 6 se describe un ejemplo de este tipo de expe- 
rimento. 15 Las micrografias de fluorescencia muestran la superficie 
de una celula epitelial de mamifero cultivada que expresa una cadena 
ligera de clatrina fusionada a una variante de la proteina fluorescente 
verde. Las zonas verdes representan en mayor medida fosetas cubier¬ 
tas situadas en la superficie celular. Los puntos que se tinen de rojo 
son particulas de LDL individuales marcadas con fluorescencia que 
se agregaron al medio de cultivo de las celulas. La serie de imagenes 
ilustra una foseta cubierta de clatrina individual (indicada por las fle- 
chas verdes en los primeros cuadros rotulados Tj) que ha capturado 
una particula de LDL especifica (indicada por las flechas rojas en estos 
mismos cuadros iniciales). Una vez que la particula de LDL se ha uni¬ 
do a un receptor de LDL en la foseta cubierta, la superposition de los 
dos colorantes fluorescentes produce una mancha amarillo-anaranjada 
(indicada por las flechas amarillas en los cuadros rotulados T 2 y T 3 ). 
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FIGURA6 Serie de imageries de fluorescencia que muestran la captura de una 
partfcula de LDL con fluorescencia roja por una foseta cubierta de clatrina 
(con fluorescencia verde) y su incorporation en una vesfcula cubierta de 
clatrina, la cual pierde la cubierta y se mueve al citoplasma. Los procesos se 
describen en el texto. Tj a T 4 son los intervalos antes de la fijacion (T^) y 
durante ella (T 2 ), el movimiento lateral conjunto de LDL y clatrina antes 
del descubrimiento (T 3 ) y el movimiento de LDL despues del descubri- 
miento (T^, respectivamente. Los tiempos indicados estan en segundos 
en cada cuadro, donde 0 corresponde al instante en que LDL y clatrina 
se unen. (Tomada de Marcelo Ehrlich, et al., cortesia de Tomas 
Kirchhausen, Cell 118:597,2004; con autorizacion de Cell Press.) 


Los cuadros restantes (rotulados T 4 ) muestran la vesfcula descubierta 
que contiene la partfcula de LDL con fluorescencia roja moviendose 
hacia el citoplasma adyacente. 

References 

1. Roth, T. F. 8c Porter, K. R. 1964. Yolk protein uptake in the oocyte of the 
mosquito Aedes aegypti.J. Cell Biol. 20:313-332. 


2. KanaseklT. 8c Kadota, K. 1969. The “vesicle in a basket.”/ Cell Biol. 42:202- 
220 . 

3. Pearse, B. M. F. 1975. Coated vesicles from pig brain: Purification and bioche¬ 
mical characterization./ Mol. Biol. 97:93-96. 

4. Pearse, B. M. F. 1976. Clathrin: A unique protein associated with the intra¬ 
cellular transfer of membrane by coated vesicles. Proc. Nat'l. Acad. Sci. U.SA. 
73:1255-1259. 

5. Brown, M. S., Dana, S. E., & Goldstein, J. L. 1973. Regulation of HMG 
CoA reductase activity in human fibroblasts by lipoproteins. Proc. Nat’l. Acad. 
Sci. U.SA. 70:2162-2166. 

6. Goldstein, J. L. 8c Brown, M. S. 1973. Familial hypercholesterolemia: 
Identification of a defect in the regulation of HMG CoA reductase activi¬ 
ty associated with overproduction of cholesterol. Proc. Nat’l. Acad. Sci. U. SA. 
70:2804-2808. 

7. Brown, M. S. 8c Goldstein, J. L. 1974. Familial hypercholesterolemia: 
Defective binding of lipoproteins to cultured fibroblasts associated with impai¬ 
red regulation of HMG CoA reductase activity. Proc. Nat'l. Acad. Sci. U.SA. 
71:788-792. 

8. Anderson, R. G. W., Goldstein, J. L., 8c Brown, M. S. 1976. Localization 
of low density lipoprotein receptors on plasma membrane of normal human 
fibroblasts and their absence in cells from a familial hypercholesterolemia 
homozygote. Proc. Nat’l. Acad. Sci. U.SA. 73:2434-2438. 

9. Anderson, R. G. W., Brown, M. S., 8c Goldstein, J. L. 1977. Role of the 
coated endocytic vesicle in the uptake of receptor-bound low density lipopro¬ 
tein in human fibroblasts. Cell 10:351-364. 

10. Anderson, R. G. W., Goldstein, J. L., 8c Brown, M. S. 1977. A mutation 
that impairs the ability of lipoprotein receptors to localise in coated pits on the 
cell surface of human fibroblasts. Nature 270:695-699. 

11 . Davis, C. G., et al. 1986. The J. D. mutation in familial hypercholesterolemia: 
Amino acid substitution in cytoplasmic domain impedes internalization of 
LDL receptors. Cell 45:15-24. 

12. Ohno, H., et al. 1995. Interaction of tyrosine-based sorting signals with cla- 
thrin-associated proteins. Science 269:1872-1874. 

13. Owen, D. J. 8c Evans, R R. 1998. A structural explanation for the recognition 
of tyrosine-based endocytic signals. Science 282:1327-1332. 

14. M. A. Edeling, et al. 2006. Life of a clathrin coat. Nat. Revs. Mol. Cell Biol. 
7:32-44. 

15. Ehrlich, M., et al. 2004. Endocytosis by random initiation and stabilization 
of clathrin-coated pits. Cell 118:591-605. 


SINOPSIS 


El citoplasma de las celulas eucariotas contiene un sistema de organelos 
membranosos, incluidos el reticulo endoplasmico, aparato de Golgi y liso- 
soma, que establecen una relation funcional y estructural entre ellos y con 
la membrana plasmatica. Estos diversos organelos membranosos son parte 
de una dinamica red integrada de endomembrana en la que los materiales van 
y vienen como parte de vesfculas de transporte que se forman al desprenderse 
de un compartimiento y fusionarse con otro. Una via biosintetica (secretora) 
mueve protefnas de su sitio de sfntesis en el ER a traves del aparato de Golgi 
hasta su destino final (un organelo, la membrana plasmatica o el espacio extra- 
celular), mientras que una via endocftica desplaza material en sentido contrario, 
de la membrana plasmatica o espacio extracelular al interior de la celula. El 
cargamento se dirige a su destino apropiado mediante sefiales especfficas que 
son parte de las protefnas mismas (pag.275). 

El reticulo endoplasmico (ER) es un sistema de tubulos, cisternas y vesiculas 
que divide el citoplasma en un espacio luminal dentro de las membranas del 


ERy un espacio citosolico fuera de las membranas. El ER se divide en dos 
grandes tipos: el ER rugoso (RER), que esta formado por cisternas aplana- 
das y cuyas membranas tienen ribosomas unidos, y el ER liso (SER), que se 
compone sobre todo de compartimientos tubulares y cuyas membranas carecen 
de ribosomas. Las funciones del SER varfan de una celula a otra e incluyen 
la sfntesis de hormonas esteroideas, desintoxicacion de una amplia variedad 
de compuestos organicos y secuestro de iones calcio. Las funciones del RER 
incluyen sfntesis de las protefnas que se secretan despues, protefnas lisosomicas 
y protefnas integrales de membrana (pag. 282). 

Las protefnas que se sintetizan en los ribosomas unidos con la membrana del 
RER se reconocen por una secuencia de serial hidrofoba, que casi siempre se 
situa cerca del extremo N del polipeptido naciente. Conforme la secuencia 
de senal surge del ribosoma, se le une una partfcula de senal de reconocimiento 
(SRP) que detiene la sfntesis y media la union del complejo a la membrana del 
RER. Despues de la union, la SRP se libera de la membrana y el polipeptido 
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naciente pasa por un poro recubierto con proteina en la membrana del ER 
hacia la luz de este. Las protemas lisosomicas y secretoras se trasladan comple- 
tas hacia la luz, mientras que las protemas de membrana se incluyen en la bica- 
pa lipidica gracias a una o mas secuencias transmembranosas hidrofobas. Las 
protemas que no se pliegan en forma correcta se trasladan de regreso al citosol 
y se destruyen. Una vez que una proteina nueva se situa en la luz o la membrana 
del RER, puede moverse de ese sitio a destinos especificos de la via biosintetica. 
Si la luz del ER se “atraganta’por la abundancia excesiva de las protemas recien 
sintetizadas, una respuesta integral llamada respuesta a protemas desplegadas 
detiene la sintesis de las protemas en el ER y fomenta la eliminacion de las que 
ya estan presentes (pag. 286). 

La mayor parte de los lipidos de las membranas celulares tambien se sin- 
tetiza en el ERy se traslada de ese sitio a varios destinos. Los fosfolipidos 
se sintetizan en la cara citosolica del ER y se insertan en la hoja externa de 
la membrana del ER. Algunas de estas moleculas despues giran hacia la hoja 
contraria. La composicion de lipidos de las membranas se modifica de varias 
maneras. Por ejemplo, los fosfolipidos pueden transportarse en forma selectiva 
de la membrana de un organelo a otro, o los grupos cabeza de lipidos especificos 
pueden modificarse por medios enzimaticos (pag. 288). 

La adicion de azucares (glucosilacion) a los residuos de asparagina de las 
protemas inicia en el ER rugoso y continua en el aparato de Golgi. Las 

secuencias de los azucares que constituyen las cadenas de oligosacaridos de las 
glucoproteinas se determinan por los tipos y localizaciones de los miembros 
de una gran familia de glucosiltransferasas, enzimas que transfieren un azucar 
especifico de un azucar de nucleotido donante a un receptor especifico. Las 
cadenas de carbohidrato se ensamblan en el ER, un azucar a la vez, y luego 
se transfieren como unidad del portador dolicol a un residuo de asparagina 
del polipeptido. Casi tan pronto como se transfiere el bloque de carbohidrato, 
empieza a modificarse, primero por la eliminacion de los residuos terminales de 
glucosa. Las vesiculas de membrana, con su cargamento dentro, se desprenden 
de los hordes del ER y se dirigen al aparato de Golgi (pag. 290). 

El aparato de Golgi funciona como una planta procesadora, modifica los 
componentes de la membrana y el cargamento sintetizado en el ER antes de 
desplazarse a su destino final. El aparato de Golgi tambien es el sitio de sin¬ 
tesis de los polisacaridos complejos que forman la matriz de la pared celular 
de los vegetales. Cada aparato de Golgi consiste en una pila de cisternas apla- 
nadas parecidas a platos, con hordes dilatados, vesiculas y tubulos relacionados. 
Los materiales entran a la pila por la cara cis y se modifican conforme se mue- 
ven por transporte vesicular hacia la cara contraria, o tram. Mientras atraviesan 
la pila, se agregan azucares a las cadenas de oligosacaridos por accion de las 
glucosiltransferasas localizadas en cisternas de Golgi particulares. Cuando 
las protemas llegan a la red tram de Golgi (TGN) al final de la pila, estan listas 
para clasificarse y dirigirse a su destino celular o extracelular final (pag. 293). 

La mayoria, si no es que todas las vesiculas que transportan materiales por 
el sistema de endomembrana, se encierra al principio en una cubierta pro- 
teica. Se han identificado varios tipos de vesiculas cubiertas. Las vesiculas 
cubiertas con COP-II transportan materiales del ER al aparato de Golgi. Las 
vesiculas cubiertas con COP-I trasladan materiales en el sentido contrario 
(retrogrado), del aparato de Golgi al ER. Las vesiculas cubiertas con clatrina 
llevan materiales de la TGN a los endosomas, lisosomas y vacuola central (en 
las plantas). Las vesiculas cubiertas con clatrina tambien forman parte de la via 
endocitica, trasladan materiales de la membrana plasmatica a los endosomas y 
lisosomas (pag. 298). 

Cada compartimiento de la via biosintetica o endocitica tiene una composi¬ 
cion proteica caracteristica. Las protemas residentes tienden a ser retenidas 


en ese compartimiento particular y se recuperan si escapan a otros comparti- 
mientos. La mayor parte de la clasificacion de protemas en la via biosinteti¬ 
ca ocurre en los ultimos compartimientos de Golgi, la TGN. La TGN es la 
fuente de las vesiculas que contiene protemas de membrana particulares que 
dirigen la vesicula hacia un destino particular. Las enzimas lisosomicas pro- 
ducidas en el ER rugoso se separan en la TGN y se dirigen a los lisosomas en 
vesiculas cubiertas con clatrina. Las enzimas lisosomicas estan encerradas 
en estas vesiculas desprendidas porque tienen residuos de manosa fosforilada en 
sus oligosacaridos centrales. Receptores de membrana (MPR) reconocen estos 
oligosacaridos modificados. A su vez, los receptores estan unidos con una cla- 
se de adaptadores (protemas GGA) que forman una capa entre la cubierta 
externa de clatrina y la membrana de la vesicula (pag. 300). 

Las vesiculas que se desprenden de un compartimiento donante poseen pro¬ 
temas especificas en su membrana que reconocen a las protemas localizadas 
en el compartimiento bianco (receptor). El acoplamiento de dos membranas 
esta mediado por protemas de fijacion y regulado por una gran familia de pro¬ 
temas G llamadas Rab. SNARE-v y SNARE-t median la fusion de las mem¬ 
branas donante y receptora e interactuan para formar haces de cuatro cadenas 
(pag. 304). 

Los lisosomas son organelos limitados por membrana de apariencia diversa 
que contienen conjuntos de hidrolasas acidas capaces de digerir cualquier 
tipo de macromolecula biologica. Entre sus numerosas funciones, los lisoso¬ 
mas degradan materiales, como bacterias y detritos, que llegan a la celula por 
fagocitosis, degradan los organelos citoplasmicos viejos mediante un proceso 
llamado autofagia y digieren diversas macromoleculas que se liberan mediante 
endosomas por endocitosis mediada por receptor. En los vertebrados, los liso¬ 
somas tienen un papel clave en la defensa inmunitaria (pag. 307). 

Las vacuolas de las plantas realizan actividades diversas. Las vacuolas sirven 
como almacen temporal para los solutos y macromoleculas; contienen com- 
puestos toxicos que se emplean en la defensa; suministran un contenedor para 
los desechos celulares; mantienen un compartimiento hipertonico que ejerce 
la presion de turgencia contra la pared celular, y son el sitio para la digestion 
intracelular mediada por hidrolasas acidas (pag. 310). 

La endocitosis facilita la captacion de liquido y macromoleculas suspendi- 
das, la interiorizacion de los receptores de membrana y sus ligandos unidos 
y ademas participa en el reciclaje de la membrana entre la superficie celular y 
el citoplasma. La fagocitosis es la captacion de materia en particulas. En la 

endocitosis mediada por receptor, ligandos especificos se unen con los recepto¬ 
res de la membrana plasmatica. Los receptores se reunen en fosos de la mem¬ 
brana que estan cubiertos por su cara citoplasmica con un soporte poligonal 
de moleculas de clatrina. Las fosetas cubiertas dan origen a vesiculas cubiertas, 
que pierden su cubierta y entregan su contenido a un endosoma y, al final, a un 
lisosoma. La fagocitosis puede funcionar como mecanismo de alimentacion o 
sistema de defensa celular (pag. 311). 

Las protemas dentro de los peroxisomas, mitocondrias o cloroplastos que 
estan codificadas en genes nucleares deben importarse al organelo despues 
de la traduction. En todos estos casos, las protemas que deben importarse 
contienen secuencias de serial que interactuan con los receptores encargados de 
la importation de protemas. Estos tres organelos tienen canales recubiertos con 
proteina en sus membranas que promueven la translocation de polipeptidos 
plegados (en los peroxisomas) o polipeptidos desdoblados (en las mitocondrias 
y cloroplastos) al interior del organelo. Las mitocondrias y los cloroplastos 
contienen varios compartimientos diferentes a donde se dirigen las protemas 
nuevas recien trasladadas (pag. 318). 
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PREGUNTAS ANALITICAS 

1. ,:Cual (si lo hay) de los polipeptidos siguientes se esperaria que carecie- 
ra de peptido de serial: colagena, fosfatasa acida, hemoglobina, proteinas 
ribosomicas, glucoforina, proteinas del tonoplasto? 

2. Supongase que sospecha que un paciente podria sufrir enfermedad de 
celulas I (pag. 309). <;C6mo confirmaria que el diagnostico es preciso 
con celulas cultivadas de ese paciente? 

3. <:En que compartimiento celular se esperaria que una glucoproteina tuvie- 
ra el mayor contenido de manosa, A-acetilglucosamina y acido sialico? 

4. En la pagina 318 se indico que los peroxisomas son capaces de impor- 
tar proteinas plegadas. Sin embargo, estos organelos son impermeables a 
moleculas relativamente pequenas, como NADH y acetil-CoA. <:C6mo 
es posible que sea permeable a unas y no a otras? 

5. ,:Cuales son las dos proteinas que esperaria encontrar como componentes 
integrales de la membrana del RER y que estarian ausentes de la mem- 
brana del SER?, ,:cuales son dos de las proteinas del SER que no existen 
en el ER rugoso? 

6. Si se desea estudiar el proceso de secrecion regulada en una celula que 
carece de granulos secretores maduros, esto es, vesiculas que contienen 
material secretor que ya esta listo para exportarse, ,:c6mo podria obtenerse 
una celula que no tuviera tales granulos? 

7. En la pagina 310 se describio como podria prepararse glucocerebrosi- 
dasa que tuviera residuos de manosa en el extremo de sus oligosacaridos 
superficial y no en el azucar usual, el acido sialico. Una version similar 
de la glucocerebrosidasa con residuos de manosa expuestos esta en pro¬ 
ceso de produccion mediante tecnologia de DNA recombinante con una 
linea especial de celulas. <jQue caracteristicas cree que pudieran tener estas 
celulas? Un indicio: la informacion para responder esta pregunta esta en la 
figura 8-22. 

8. La autorradiografia depende de particulas emitidas por atomos radiacti- 
vos que golpean una emulsion fotografica que se encuentra sobre el corte 
histico. Cuando se desarrolla la emulsion, el sitio en el que la particula 
golpeo la emulsion aparece como un grano plateado, como en la figura 
8-3 a. ,:C6mo cree que afectaria el grosor del corte a la resolucion de la 
tecnica, esto es, la capacidad para localizar el sitio preciso en la celula en 
el que se incorporo la radiactividad? 

9. ,:En que parte de la celula esperaria que se incorporaran primero los com- 
puestos siguientes: [ 3 H] leucina, [ 3 H] acido sialico, [ 3 H] manosa, PH] 
colina, [ 3 H] acido glucuronico (precursor de los GAG), [ 3 H] pregneno- 


lona (precursor de hormonas esteroideas), [ 3 H] ramnosa en una celula 
vegetal (la ramnosa es precursora de las pectinas)? 

10. ,:Cual de las celulas siguientes esperaria que participara en forma mas 
activa en la endocitosis por volumen: a) un eritrocito, b) una celula acinar 
pancreatica, c) una celula de musculo esqueletico?, <;por que? 

11. ^Esperaria que las propiedades del lado de la cisterna de las membranas 
de Golgi fueran mas parecidas al lado extracelular o al citosolico de la 
membrana plasmatica?, <;por que? 

12. <;Que compartimiento(s) de una celula se relaciona(n) con cada uno de 
los siguientes: clatrina, iones calcio en una celula de musculo esqueletico, 
fosfato de dolicol, ribonucleasa y lipasa, digital, receptores para LDL, pro¬ 
teinas COP-I, proteinas COP-II, SRP no unidas? 

13. Si un corte de tejido pancreatico se incubara en [ 3 H] leucina en forma 
continua durante dos horas, <;en que parte de las celulas acinares esperaria 
encontrar la radiactividad incorporada? 

14. Si agregara un farmaco que interfiere con la capacidad de los ribosomas 
para unirse con mRNA, <;que efecto esperaria que tuviera en la estructura 
del ER rugoso? 

15. No todos los receptores que participan en la endocitosis mediada por 
receptores se localizan en los fosos cubiertos antes de unirse al ligando, 
pero se concentran en estos fosos antes de la interiorizacion ,:C6mo pre- 
supone que la union de un ligando haria que un receptor se concentrara 
en un foso cubierto? 

16. En el texto se indico que los lisosomas carecen de una apariencia dis- 
tintiva con un microscopio electronico. <;C6mo podria establecer si una 
vacuola particular es en reabdad un lisosoma? 

17. Los estudios de un raro trastorno hereditario, la enfermedad de Dent, 
revelaron que las personas con este padecimiento carecen de un canal para 
el ion cloro en los endosomas de las celulas de los tubulos renales. Dichos 
pacientes sufren diversos sintomas que sugieren que sus compartimientos 
endosomicos no eran tan acidos como los de individuos normales. <;C6mo 
presupone que un defecto en el canal para el cloro explique esta altera¬ 
tion? 

18. Examine la micrografia con fluorescencia de la figura 8-20r. Aunque 
el aparato de Golgi tiene una tincion brillante, existe fluorescencia roja 
dispersa en otras partes de la celula. ,:C6mo explica la presencia de esta 
tincion dispersa? 
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El citoesqueleto 
y la motilidad celular 


9.1 Revision de las principales 
funciones del citoesqueleto 

9.2 El estudio del citoesqueleto 

9.3 Microtubulos 

9.4 Filamentos intermedios 

9.5 Microfilamentos 

9.6 Contractilidad muscular 

9.7 Movilidad extramuscular 
perspectiva humana: La funcion 
de los cilios en el desarrollo y la 
enfermedad 


E l esqueleto de un vertebrado es un sistema organico familiar que consiste en 
elementos endurecidos que sostienen los tejidos blandos del cuerpo y desem- 
penan una funcion clave en los movimientos corporates. Las celulas eucariotas 
tambien poseen un “sistema esqueletico”, un citoesqueleto, que tiene funciones analogas. 
El citoesqueleto se compone de tres estructuras filamentosas bien definidas: microtu¬ 
bulos, microfilamentos y filamentos intermedios, que en conjunto constituyen una red 
interactiva. Cada uno de los tres tipos de filamentos citoesqueleticos es un polfmero 
de subunidades proteicas unidas mediante enlaces debiles no covalentes. Este tipo de 
construction se presta a un ensamble y un desensamble rapidos, que dependen de una 
regulation celular compleja. Cada elemento del citoesqueleto tiene propiedades distintas. 
Los microtubulos son tubos largos, huecos y sin ramificaciones compuestos por subuni¬ 
dades de la proteina tubulina. Los microfilamentos son estructuras solidas mas delgadas, 
a menudo organizadas en una red ramificada, y formados por la proteina actina. Los 
filamentos intermedios son fibras resistentes, similares a cuerdas, formadas por diversas 
proteinas relacionadas. Las propiedades de los microtubulos, los filamentos intermedios 
y los filamentos de actina se resumen en el cuadro 9-1. Aunque los componentes del 
citoesqueleto parecen estacionarios en las micrografias, en realidad son estructuras muy 
dinamicas capaces de reorganizarse en forma drastica. Hasta hace poco se supuso que el 
citoesqueleto era una innovation exclusiva de los eucariotas y por tanto inexistente en las 
celulas procariotas. Ahora se sabe que ciertos procariotas contienen proteinas similares a 

Extreme de un axon en crecimiento de una liebre marina Aplysia. Losfilamentos de actina , que son necesarios 
para las actividades matrices del axon en crecimiento, se muestran en azul; los microtubulos , que se localizan 
debajo de lapunta en crecimiento, se muestran en rojo. La fotografia es una composition de imdgenes de video 
separadas que se sobrepusieron mediante tecnica digital. (Tomada de P. Forscher y S. J. Smith. J Cell 
Biol 107:1514, 1988, mediante autorizacion de derechos reservados de la Rockefeller 
University Press. Cortesi'a de Paul Forscher, Yale University.) 
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Cuadro 9-1 


Propiedades de los microtubulos. los filamentos intermedios y los filamentos de actina 



Microtubulos 

Filamentos 

intermedios 

Filamentos 
de actina 

Subunidades incorporadas 

Heterodimero GTP-aP-tubulina 

Varias proteinas globulares 

Monomeros de ATP-actina 

en un poli'mero 

Sitio preferencial de la 

Extremo + (tubulina- p) 

Interno 

Extremo + (barbado) 

incorporation 

Polaridad 

Si 

No 

Si 

Actividad enzimatica 

GTP-asa 

Ninguna 

ATP-asa 

Proteinas motoras 

Cinesinas, dineinas 

Ninguna 

Miosinas 

Grupo principal de 

MAP 

Plaquinas 

Proteinas de union con actina 

proteinas relacionadas 

Estructura 

Tubo rigido y hueco 

Fibras gruesas, similares a cuerdas 

Filamento heiicoidal flexible 

Dimensiones 

25 nm de diametro externo 

10 nm de diametro 

8 nm de diametro 

Distribucion 

Todos los eucariotas 

Animales 

Todos los eucariotas 

Funciones principales 

Soporte, transporte intracelular, 
organizacion celular 

Soporte estructural 

Movilidad, contractilidad 


la tubulina y la actina que se polimerizan en filamentos citoplas- 
micos que realizan actividades semejantes a las del citoesque- 
leto. Tambien se han descubierto en determinados procariotas 
que existen proteinas lejanamente relacionadas con las de los 
filamentos intermedios, por lo cual pareceria que los tres tipos 
de elementos del citoesqueleto tienen sus raices evolutivas en 
estructuras procariotas. El capitulo comienza con una breve 
revision de las principales actividades citoesqueleticas. • 


9.1 REVISION DE LAS PRINCIPALES _ 

FUNCIONES DEL CITOESQUELETO 

La figura 9-1 presenta una revision de las principales 
actividades del citoesqueleto en tres diferentes celulas extramus- 
culares. Las celulas que se muestran en esta ilustracion esque- 
matica incluyen una celula epitelial polarizada, la punta de una 


ID Estructura y soporte 





Clave de las funciones del citoesqueleto 

(2) Transporte intracelular (3) Contractilidad y movilidad 


(4) Organization espacial 


Filamentos 
de actina 


Filamento 

intermedio 


Microtubulo 


Celula nerviosa 


Protelna motora 


FIGURA 9-1 Revision de la estructura y funciones del citoesqueleto. 

Esquemas de a) una celula epitelial, b ) una celula nerviosa y c ) una celula 
que se divide. Los microtubulos de las celulas epitelial y nerviosa funcionan 
sobre todo como soporte y en el transporte de organelos, mientras que los 
microtubulos de la celula en division forman el huso mitotico necesario 


para la separation de los cromosomas. Los filamentos intermedios brindan 
soporte estructural para la celula epitelial y la nerviosa. Los microfilamentos 
sostienen las microvellosidades de la celula epitelial y son parte integral del 
sistema movil participante en la elongation y la division celulares. 
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celula nerviosa en proceso de elongacion y una celula cultivada 
en fase de division. Como se explica en este capitulo, el citoes- 
queleto de estas celulas funciona como: 

1. Un andamio dinamico que brinda soporte estructural, el cual 
puede determinar la forma de la celula y resistir fiierzas que 
tiendan a deformarla. 

2. Un marco interno encargado de establecer las posiciones de 
los organelos dentro de la celula. Esta funcion resulta muy 
evidente en las celulas epiteliales polarizadas, como las que 
se muestran en la figura 8-11, en las que ciertos organelos 
estan dispuestos en un orden definido del extremo apical de 
la celula a la parte basal. 

3. Una red de rieles que dirigen el movimiento de materiales y 
organelos dentro de las celulas. Los ejemplos de esta funcion 
comprenden el traslado de las moleculas de mRNA a par¬ 
tes especificas de una celula, el movimiento de portadores 
membranosos del reticulo endoplasmico al aparato de Golgi 
y el transporte de vesiculas que contienen neurotransmisores 
a todo lo largo de la celula nerviosa. La figura 9-2 muestra 
una pequena porcion de una celula cultivada y es evidente 
que la mayor parte de los organelos verdes fluorescentes, que 
son peroxisomas (pag. 207), esta muy relacionada con los mi¬ 
crotubulos (rojos) del citoesqueleto celular. Los microtubulos 
son los rieles sobre los que los peroxisomas se transportan en 
las celulas de los mamiferos. 

4. El aparato generador de fuerza que mueve las celulas de 
un sitio a otro. Los organismos unicelulares se mueven por 
“arrastramiento” sobre la superficie de un sustrato solido o al 
propulsarse por su ambiente acuoso con la ayuda de organe¬ 
los locomotores especializados que contienen microtubulos 
(cilios y flagelos) que sobresalen de la superficie celular. Los 
animales tienen diversas celulas con capacidad de locomocion 
independiente, como los espermatozoides, los leucocitos y los 
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FIGURA 9-2 Un ejemplo de la funcion de los microtubulos en el transpor¬ 
te de organelos. Los peroxisomas de esta celula (que se muestran en verde 
y se senalan con flechas) mantienen una relation cercana con los microtu¬ 
bulos del citoesqueleto (mostrados en rojo). Los peroxisomas se ven verdes 
porque contienen la proteina peroxisomica fusionada con la proteina verde 
fluorescente (pag. 277). Los microtubulos se ven rojos porque estan teni- 
dos con un anticuerpo con marca fluorescente. (Tomada de E. A. C. Wie- 
mer et al., J Cell Biol 136:78, 1997. Por cortesia de S. Subramani, 
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fibroblastos (fig. 9-3). La punta de un axon en crecimiento 
tambien tiene una gran movilidad (fig. 9-1) y su movimiento 
se parece al de una celula sanguinea que “se arrastra”. 

5. Un componente esencial de la maquinaria para la division 
celular. Los elementos del citoesqueleto constituyen el apa¬ 
rato que se encarga de separar los cromosomas durante la 
mitosis y la meiosis, ademas de dividir la celula madre en 
dos celulas hijas durante la citocinesis. Estos fenomenos se 
describen con detalle en el capitulo 14. 


9.2 EL ESTUDIO DEL CITOESQUELETO _ 

El citoesqueleto es uno de los temas que se estudian de 
manera mas activa en la biologia celular actual debido, en parte, 
al desarrollo de tecnicas que permiten a los investigadores buscar 
una estrategia morfologica, bioquimica y molecular coordinada. 
Como resultado se sabe mucho de las familias de proteinas que 
conforman el citoesqueleto; como se organizan las subunidades 
en sus estructuras fibrosas respectivas; los “motores” moleculares 
que mueven estos filamentos y generan las fuerzas necesarias 
para las actividades motrices, y las calidades dinamicas que con- 
trolan la organization espacial, el ensamble y el desensamble de 
los diversos elementos del citoesqueleto. A continuation se pre- 
senta una breve revision de unas cuantas de las estrategias mas 
importantes para el estudio del citoesqueleto. 

El uso de la microscopia 

con fluorescencia en celulas vivas 

El concepto de que las celulas eucariotas contenian una red de 
elementos de citoesqueleto surgio de estudios de cortes histicos 
con el microscopio electronico en los decenios de 1950 y 1960. 
Sin embargo, el microscopio electronico solo produce imagenes 
estaticas y no brinda mucha information respecto a la estructura 
dinamica y la funcion de los diversos componentes del citoes- 
queleto. La apreciacion del caracter dinamico del citoesqueleto 
avanzo mucho durante los ultimos decenios como resultado de 
una revolution en la microscopia optica. El microscopio de fluo- 



FIGURA 9-3 La naturaleza dinamica del citoesqueleto resulta evidente en 
este fibroblasto de raton que migra sobre el borde a 90° de un cubreobje- 
tos. La barra representa 30 (im. (Tomada de Guenter Albrecht-Bue- 
hler, Int Rev Cytol 120:211,1990.) 
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rescencia (section 18.1) tiene una participation preponderante 
en esta revolution al permitir a los investigadores observar en 
forma directa los procesos moleculares en las celulas vivas, un 
metodo que se conoce como visualization de celulas vivas. 

En la tecnica mas usual se sintetizan proteinas con marcas 
fluorescentes dentro de una celula como una proteina fusionada 
que contiene proteina verde fluorescente (GFP). Esta tecnica 
se describio en el capitulo anterior (pag. 277) y en la figura 9-2 se 
muestra un ejemplo. En una tecnica alternativa las subunidades 
proteicas de las estructuras del citoesqueleto (p. ej., tubulina o 
queratina purificada) se marcan con fluorescencia in vitro me- 



FIGURA 9-4 Cambios dinamicos en la longitud de los microtii- 
L»>J bulos dentro de una celula epitelial. a) A la celula se le inyecto 
un pequeno volumen de tubulina que se habfa unido mediante enlaces cova- 
lentes con el pigmento fluorescente rodamina. Tras permitir el transcurso 
del tiempo para que la celula incorporara la tubulina marcada en los micro¬ 
tubulos, una pequena portion del borde de la celula viva se examino con el 
microscopio de fluorescencia. En el margen inferior derecho de cada imagen 
se muestran los segundos transcurridos. Se imprimio un color falso a los 
microtubulos para incrementar su contraste. Puede verse que un microtubu- 
lo “pionero” (punta de flecha) crece hasta el borde lider de la celula, donde 
se flexiona y luego continua su crecimiento en direction paralela al margen 
celular. El ritmo de crecimiento de los microtubulos doblados paralelos fue 
mucho mayor que el de aquellos que crecen perpendiculares al borde de la 
celula. La barra representa 10 pm. (Tomada de Clare M. Waterman- 
Storer y E. D. Salmon, J Cell Biol 139:423,1997, mediante autoriza- 
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diante enlace covalente con un pequeno pigmento fluorescente. 
Las subunidades marcadas se aplican luego por microinyeccion 
en una celula viva, donde se incorporan en la forma polimerica 
de la proteina, como un microtubulo o un filamento intermedio. 
El comportamiento dinamico de la estructura fluorescente pue¬ 
de seguirse en el tiempo conforme la celula realiza sus activida- 
des normales. La figura 9-4 muestra los cambios drasticos en la 
longitud y la orientation de los microtubulos individuales en el 
borde lider de una celula que se inyecto con tubulina marcada 
con un producto fluorescente. 

Si se inyectan cantidades muy pequenas de proteina con 
marca fluorescente, los filamentos del citoesqueleto ya no lo ha- 
cen de manera uniforme como en la figura 9-4, sino que contie- 
nen pocas particulas fluorescentes a espacios irregulares. Estas 
particulas fluorescentes sirven como marcadores fijos para seguir 
los cambios dinamicos en la longitud y la orientation del fila¬ 
mento. La figura 9-27 presenta un ejemplo de esta tecnica, que 
se conoce como microscopia de particulas con fluorescencia. 

La microscopia de fluorescencia tambien puede usarse para 
revelar la localization de una proteina en concentraciones muy 
bajas dentro de la celula. Este tipo de experimento se realiza 
mejor con anticuerpos marcados con fluorescencia que se unen 
con gran afinidad a la proteina que se busca. Los anticuerpos son 
muy utiles porque se distinguen entre variantes muy similares 
(isomorfas) de una proteina. La proteina puede localizarse me¬ 
diante la inyeccion del anticuerpo marcado en una celula viva, 
lo que tambien revela la funcion de la proteina bianco porque 
la union del anticuerpo casi siempre elimina la capacidad de la 
proteina para efectuar su actividad normal. Una alternativa con- 
siste en identificar la localization de la proteina bianco con la 
adicion del anticuerpo fluorescente a celulas fijas o cortes histi- 
cos, como se ilustra en la figura 9-5. 



FIGURA 9-5 Localization de una proteina dentro de una celula mediante el 
uso de anticuerpos fluorescentes. Esta celula de alga se tino con anticuerpos 
fluorescentes (color amarillo-verde) dirigidos contra una proteina llamada 
centrina. La centrina se ve localizada dentro del flagelo celular y la estructura 
similar a una raiz en la base de los flagelos. El color rojo de la celula se debe 
a la autofluorescencia de las moleculas de clorofila de esta alga fotosintetica. 
(Tomada de Mark A. Sanders y Jeffrey L. Salisbury de la Clinica 
Mayo. Cell 70:533,1992. Con autorizacion de Cell Press.) 
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Uso de ensayos de motilidad de una sola 
molecula in vitro 

Las imageries digitales capturadas con las camaras de video 
modernas tienen un contraste exceptional y pueden intensificarse 
mediante el procesamiento de la imagen por computadora. Estas 
caracteristicas permiten observar y fotografiar elementos que son 
invisibles con el microscopio optico, como los microtubulos de 
25 nm o las vesiculas de membrana de 40 nm. La aparicion de la 
videomicroscopia de alta resolution condujo a desarrollar ensayos 
de motilidad in vitro, lo que hace posible detectar la actividad de 
una molecula de proteina individual que actua como motor 
molecular. 1 Las pruebas con moleculas individuales permitieron 
a los investigadores hacer mediciones que no eran posibles con 
las tecnicas bioquimicas estandar que promedian los resultados 
obtenidos de grandes cantidades de moleculas. En un tipo de 
prueba, los microtubulos se unen a un cubreobjetos de vidrio. 
Despues cuentas microscopicas que contienen proteinas motoras 
unidas se colocan justo sobre los microtubulos mediante rayos 
laser enfocados. Los rayos laser pasan a traves de la lente del 
objetivo de un microscopio y ello produce una debil fuerza de 
atraccion cerca del punto del foco. Como puede sujetar objetos 
microscopicos, este aparato se conoce como pinzas opticas. Bajo 
las condiciones apropiadas y con la presencia de ATP (trifosfato 
de adenosina) como fiiente de energia, los movimientos de una 
cuenta a lo largo de un microtubulo pueden seguirse con una 
camara de video (fig. 9-6), lo que revela el tamano de los pasos 
individuales que la proteina motora realiza. Los rayos laser enfo¬ 
cados tambien pueden emplearse para “atrapar” una sola cuenta 
y determinar las fuerzas diminutas (medidas como unos cuan- 
tos piconewtons, pN) generadas por una sola proteina motora 
cuando “intenta” mover la cuenta contra la fuerza que la trampa 
optica ejerce (vease fig. 11-5). 

El desarrollo de tecnicas para trabajar con moleculas aisla- 
das coincidio con la creation de un nuevo campo de la ingenieria 


1 La information basica de los motores moleculares puede encontrarse en la pagina 
338. 


mecanica llamado nanotecnologia. La meta de los nanotecnolo- 
gos es la creation de “nanomaquinas” diminutas (de 10 a 100 nm 
de tamano) capaces de desempenar actividades especificas en un 
mundo submicroscopico. Las nanomaquinas tienen muchos usos 
potenciales, inclusive un sitio en la meditina. Se supone que algun 
dia estas maquinas podran introdutirse en el cuerpo humano para 
realizar alguna tarea especifica, como el hallazgo y la destruction 
de celulas cancerosas individuales. Mientras esto ocurre, la natura- 
leza ya desarrollo nanomaquinas, entre ellas las proteinas motoras 
que se describen en este capitulo. No es sorprendente que varios 
laboratorios de nanotecnologia hayan empezado a usar estas pro¬ 
teinas motoras para mover cargamentos moleculares distintos de 
cualquiera que se encuentra en organismos vivos. 

El uso de celulas con expresion 
genetica alterada 

Una de las mejores formas para aprender acerca de la funcion 
de un polipeptido particular es estudiar el fenotipo de las celulas 
en las que ese polipeptido esta ausente o no funciona. Ahora 
que las secuencias de los genomas de varios eucariotas ya se 
identificaron, los investigadores estan en position de estudiar la 
participation de cualesquiera de los genes que pudiera requerirse 
para una funcion particular. Por ejemplo, el analisis del genoma 
de la mosca de la fruta indica que estos insectos tienen mas de 
100 genes que codifican partes de los complejos de proteinas 
motoras. Cualesquiera de estos genes puede aislarse, modificarse 
y desactivarse por medios geneticos. Por lo general los efectos de 
la desactivacion genica en un organismo o celula se estudian con 
una de tres estrategias experimentales: 

1. El empleo de animales (casi siempre ratones) que carecen de 
algun gen especifico (section 18.18). En algunos casos los 
ratones con elimination de un gen pueden mostrar pocos o 
ningun efecto de la proteina faltante, lo que dice muy poco 
al investigador respecto a la posible funcion de esa molecula. 
En otros casos los ratones que carecen de un gen particu- 






(e) 


FIGURA 9-6 Uso de videomicroscopia para seguir las actividades 
de los motores moleculares. En esta secuencia de video: a) Una 
cuenta, que esta cubierta con la proteina motora cinesina, se captura fuera de 
la suspension con pinzas opticas laser; b ) la cuenta se deposita en un micro¬ 
tubulo (el reflejo de la luz laser en la interfase cubreobjetos-agua oscurece 
la imagen); c y d) la cuenta se une con el microtubulo y comienza a moverse 
a lo largo del riel microtubular, e) Esquema del movimiento de una de estas 
cuentas sobre un microtubulo. (Tomada de M. Block, L. S. B. Goldstein 
y Bruce J. Schnapp. Reimpresa con autorizacion de Nature 348:349, 
1990. © Derechos reservados 1990, Macmillan Magazines, Ltd.) 
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FIGURA 9-7 La expresion de una 
proteina motora mutante inhi- 
be la dispersion de granulos de 
pigmento en una celula pig- 
mentaria. a ) Una celula pigmen- 
taria control del anfibio Xenopus 
muestra los granulos de pigmen¬ 
to negro dispersos en los proce- 
sos celulares alargados. b) Una 
celula pigmentaria con expre¬ 
sion excesiva de un gen para una 
proteina motora mutante. Esta 
interfiere con la actividad de la 
proteina normal producida en 

la celula e inhibe la dispersion de los granulos de pigmento. Este resultado de M. Carolina Tuma et al., cortesia de Vladimir Gelfand, J Cell 

indica la participation de esta proteina motora en el transporte centrifiigo de Biol 143:1551,1998, medlante autorizacion de derechos reservados 

estos granulos limitado por membrana. La barra representa 20 pm. (Tomada de la Rockefeller University Press.) 



lar presentan defectos muy especificos, lo que sugiere que la 
proteina desempena una funcion importante en el proceso 
defectuoso. Es posible que los ratones con elimination de 
genes mueran durante las etapas iniciales del desarrollo, pero 
las celulas de estos embriones anormales pueden aislarse y 
cultivarse, lo que permite estudiar la deficiencia molecular 
(vease fig. 9-16). Por ejemplo, los ratones que no tienen una 
proteina motora llamada dineina citoplasmica no se desarro- 
llan durante mas de ocho dias. El estudio de las celulas de 
estos embriones revelo que el aparato de Golgi estaba frag- 
mentado y disperso por todo el citoplasma. Estos hallazgos 
sugieren que la dineina citoplasmica tiene una funcion esen- 
cial en la situation del aparato de Golgi dentro de la celula. 

2. La utilization de celulas con expresion excesiva de una pro¬ 
teina mutante negativa dominante, o sea celulas que elaboran 
grandes cantidades de una proteina no funcional. Las celulas 
de este tipo suelen produtirse por transfection, o sea, hacer que 
las celulas capten DNA (acido desoxirribonucleico) alterado y 
lo incorporen en sus cromosomas. Una vez que el genoma de 
las celulas se modifica,la proteina mutante compite con la pro¬ 
teina normal o interfiere de algun otro modo con su funcion, lo 
que ocasiona que la celula presente el fenotipo mutante. La fi- 
gura 9-7 ilustra un ejemplo de esta estrategia experimental. La 
figura 9-7 a muestra una celula pigmentaria control del anfibio 
Xenopus que se trato con una bormona que induce la disper¬ 
sion de los granulos de pigmento en los procesos celulares pe- 
rifericos. En el animal completo, esta respuesta tiene el efecto 
de aclarar la piel. La celula pigmentaria de la figura 9-7 b, que 
se trato con la misma hormona, contiene una version mutante 
con expresion excesiva de una proteina motora denominada 
cinesina II. La falta de dispersion de los granulos en la celula 
implica que la cinesina II es la proteina motora que se encarga 
del movimiento centrifugo de estos granulos. 

3. En la actualidad se estudia el uso de pequenas moleculas de 
RNA de cadena doble (siRNA) que son complementarias al 


mRNA (acido ribonucleico mensajero) que codifica una pro¬ 
teina particular. Como se expone en las secciones 11.5 y 18.18, 
las moleculas de siRNA pueden inyectarse o agregarse a las 
celulas y bloquean la sintesis de cuaiquier proteina codificada 
por un mRNA que contenga la secuencia de nucleotidos del 
siRNA. Como es mas facil sintetizar una pequena molecula de 
RNA que generar un animal con carentia genica o un mutan¬ 
te negativo dominante; esta tecnica, llamada interference de 
RNA, se convirtio en una estrategia frecuente en los ultimos 
anos para investigar el efecto de la falta de una proteina. 


REVISION 


1. Describa un ejemplo en el que cada una de las metodo- 
logias siguientes haya contribuido al conocimiento de 
la naturaleza del citoesqueleto: microscopia de fluores- 
cencia, pruebas de motilidad in vitro y alteration de la 
expresion genica. 

2. Liste algunas de las principales funciones del citoes¬ 
queleto. 


9.3 ICROTUBULOS _ 

Estructura y composicion 

Como su nombre lo indica, los microtubulos son estructuras 
tubulares huecas y se encuentran en casi todas las celulas eu- 
cariotas. Los microtubulos forman parte de muchas estructuras 
diversas, como el huso mitotico de las celulas que se dividen y el 
centra de cilios y flagelos. Los microtubulos tienen un diametro 
externo de 25 nm, una pared con grosor aproximado de 4 nm y 
pueden extenderse a lo largo o ancho de la celula. La pared de 
un microtubulo esta formada por proteinas globulares dispues- 
tas en hileras longitudinales, conocidas como protofilamentos, 
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que se alinean en paralelo con respecto al eje longitudinal del 
tubulo (fig. 9-8 a). Cuando se observan en un corte transversal, 
puede verse que los microtubulos estan formados por 13 proto- 
filamentos alineados lado a lado en un circulo dentro de la pa¬ 
red (fig. 9-8 b). Se cree que las interacciones no covalentes entre 
protofilamentos adyacentes tienen una funcion importante para 
mantener la estructura del microtubulo. 

Cada protofilamento se ensambla a partir de bloques di- 
mericos de construccion consistentes en una subunidad tubulina 
alfa y una tubulina beta. Los dos tipos de subunidades de tubu¬ 
lina tienen una estructura tridimensional similar y se aglomeran 
con fiierza como se muestra en la figura 9-8r. Los dimeros de 
tubulina se organizan en un patron lineal a lo largo de cada pro¬ 
tofilamento, observandose esto en la figura 9-8 d. Ya que cada 
unidad de ensamble contiene dos componentes no identicos (un 
heterodimero), el protofilamento es asimetrico, con una tubuli¬ 
na alfa en un extremo y una tubulina beta en el otro. Todos los 
protofilamentos de un microtubulo poseen la misma polaridad. 
Por consiguiente todo el polimero tiene la misma polaridad. Un 
extremo del microtubulo se conoce como el extremo mas y termi- 


na con una fila de subunidades beta (fig. 9-8i i). El extremo con- 
trario es el extremo menos y concluye con una fila de subunidades 
de tubulina alfa. Como se explica mas adelante en el capitulo, la 
polaridad estructural de los microtubulos es un factor impor¬ 
tante en el crecimiento de estas estructuras y su capacidad para 
participar en actividades mecanicas dirigidas. 

Proteinas relacionadas con los microtubulos 

Por lo general los microtubulos preparados a partir de tejido vivo 
contienen proteinas adicionales,llamadas proteinas relacionadas 
con microtubulos (o MAP, por sus sighs en ingles). Las MAP 
casi siempre tienen un dominio que se une al lado de un micro¬ 
tubulo y otro dominio que sobresale hacia fuera como un fila- 
mento de la superficie del microtubulo. La figura 9-9 muestra 
la union de MAP2 a la superficie de un microtubulo. Algunas 
MAP pueden verse en micrografias electronicas como puentes 
que conectan los microtubulos entre si, lo que mantiene su ali- 
neacion paralela. Las MAP suelen incrementar la estabilidad de 
los microtubulos y promover su ensamble. La actividad de union 




4 nm 

— 8 nm 


Costura 


FIGURA 9-8 Estructura de los microtubulos. a) Micrografia electronica de microtubulos con tincion negativa del 
cerebro donde se muestran las subunidades globulares que forman los protofilamentos. Los bultos en la superficie de 
los microtubulos son protefnas relacionadas con microtubulos (MAP), que se explican mas adelante. ti) Micrografia 
electronica de un corte transversal a traves de un microtubulo de una celula de la punta de la rafz de Juniperus que 
revela las 13 subunidades dispuestas dentro de la pared del tubulo. Los microtubulos de estas celulas vegetales son 
mas abundantes en una zona cortical de unos 100 nm de grueso justo debajo de la membrana plasmatica (se obser¬ 
van en la parte inferior derecha de la micrografia). c) Un modelo de liston que muestra la estructura tridimensional 
del heterodimero de tubulina alfa-beta. Notense las formas complementarias de las subunidades en las superficies 
que interactuan una con otra. La subunidad de tubulina alfa esta unida con un GTP, que no se hidroliza y no es 
intercambiable. La subunidad de tubulina beta tiene un GDP unido, que se intercambia por un GTP antes de 
ensamblarse en el polimero (pag. 347). El extremo mas del dimero esta arriba. d) Diagrama de un corte longitudinal 
de un microtubulo mostrado en celosia B, que es la estructura que se cree existe en la celula. La pared consiste en 
13 protofilamentos formados por heterodimeros de tubulina alfa-beta apiladas con una disposition cabeza a cola. 
Los protofilamentos adyacentes no se alinean en registro, sino que se intercalan cada 1 nm para que las moleculas de 
tubulina formen un conjunto helicoidal alrededor de la circunferencia del microtubulo. La helice se interrumpe en 
un sitio en el que las subunidades alfa y beta hacen los contactos laterales. Esto produce una “costura” que corre a lo 
largo del microtubulo. (A , tomada de Linda A. Amos, J Cell Biol, 72:645,1997, mediante autorizacion de 

DERECHOS RESERVADOS DE LA ROCKEFELLER UNIVERSITY PRESS; B , REIMPRESA CON AUTORIZACION DE MyRON C. 

Ledbetter, J Agr Food Chem 13:406,1965. © Derechos reservados 1965, American Chemical Society; 

C, CORTESIA DE EVA NOGALES Y KENNETH DOWNING.) 
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FIGURA 9-9 Proteinas relacionadas con microtubulos (MAP). Representa¬ 
tion esquematica de una molecula MAP2 del cerebro unida a la superficie de 
un microtubulo. La molecula MAP2 que se muestra en esta figura contiene 
tres sitios de union con tubulina conectados por segmentos cortos de la cade- 
na polipeptidica. (Una isoforma alternativa contiene cuatro sitios de union.) 
Los sitios de union estan espaciados a distancia suficiente para permitir que 
la molecula MAP2 se una con tres subunidades de tubulina separadas en la 
pared del microtubulo. Las colas de las moleculas MAP se proyectan hacia 
afuera, lo que les permite interactuar con otros componentes celulares. 


con microtubulos de las diversas MAP se controla sobre todo con 
la adicion y el retiro de grupos fosfato de residuos de aminoacidos 
particulares. Se cree que un nivel demasiado alto de fosforilacion 
de una MAP particular, llamada tau, participa en el desarrollo de 
varios trastornos neurodegenerativos letales. Las celulas cerebra- 
les de las personas con estas enfermedades contienen filamen- 
tos extranos y enredados (maranas neurofibrilares) formados por 
moleculas tau con fosforilacion excesiva e incapaces de unirse con 
los microtubulos. A1 parecer los filamentos neurofibrilares contri- 
buyen a la muerte de las celulas nerviosas. Las personas con una 
de estas enfermedades, la demencia hereditaria FTDP-17, tienen 
mutaciones en el gen tau, lo que indica que la alteration de la 
proteina tau es la causa primaria de este trastorno. 

Microtubulos como soportes 
y organizadores estructurales 

Los microtubulos son lo bastante rigidos para resistir fuerzas 
que pudieran comprimir o doblar la fibra. Esta propiedad les 
permite brindar soporte mecanico, tal como las vigas de acero 
sostienen un edificio alto de oficinas o los postes que sostienen 
la estructura de una tienda. La distribution de los microtubulos 
citoplasmicos en una celula ayuda a determinar la forma de la 
misma. En celulas animales cultivadas, los microtubulos se ex- 
tienden con un patron radial desde el area alrededor del nucleo 
hacia la periferia, lo que confiere su forma redondeada y aplana- 
da a estas celulas (fig. 9-10). En cambio, los microtubulos de las 
celulas epiteliales cilindricas casi siempre estan orientados con el 
eje longitudinal paralelo al eje mayor de la celula (fig. 9-1 a). Esta 
configuration sugiere que los microtubulos ayudan a mantener 
la forma alargada de la celula. 

La funcion de los microtubulos como elementos esquele- 
ticos es evidente en ciertos procesos celulares muy alargados, 
como los cilios y los flagelos, o los axones de las neuronas. Un 
ejemplo impresionante de la participation de los microtubulos 
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FIGURA 9-10 La localization de los microtubulos de una celula de raton 
cultivada y aplanada; se revela con anticuerpos fluorescentes contra tubulina. 
Se observa que los microtubulos se extienden desde la region perinuclear de 
la celula con una disposition radial. Los microtubulos individuales pueden 
seguirse y se ve que forman curvas graduates conforme se adaptan a la forma 
de la celula. (Tomada de Mary Osborn y Klaus Weber, Cell 12:563, 
1977. Con autorizacion de Cell Press.) 



FIGURA 9-11 Microtubulos como bastones de soporte. a) Este protista tiene 
axopodos que se proyectan desde el cuerpo celular. b ) Los axopodos se sos¬ 
tienen con un conjunto espiral elaborado de microtubulos. (. A , tomada de 
Peter Parks/Animals Animals; B , cortesia de Manfred Hauser.) 


en el mantenimiento de la forma celular se observa en los largos 
procesos delgados axopodales de los protistas heliozoarios (fig. 
9-11). Cada axopodo contiene una estructura central formada 
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FIGURA 9-12 Relacion espacial entre la orien- 
tacion del microtubulo y el deposito de celu- 
losa en las celulas vegetales. Se aplico tincion 
doble a una celula mesofila de trigo para 
observar los microtubulos a y la celulosa de la 
pared celular b. Es evidente que los microtu¬ 
bulos corticales y las microfibrillas de celulosa 
estan alineados en la misma direccion. (Toma- 
da de Georg Jung y Wolfgang Wernicke, 
Protoplasma 53:145,1990.) 

(a) (b) 20 pm _ 



por grandes cantidades de microtubulos dispuestos en espiral, 
con microtubulos individuales que atraviesan toda la longitud 
del proceso. 

En las celulas vegetales los microtubulos desempenan una 
funcion indirecta en el mantenimiento de la forma celular me- 
diante su influencia en la formation de la pared celular. Durante 
la interfase, la mayoria de los microtubulos de una celula vegetal 
se localiza justo debajo de la membrana plasmatica (como en la 
figura 9-Sb) y forma una zona cortical distintiva. Se cree que los 
microtubulos de la corteza influyen en el movimiento de las en- 
zimas que sintetizan celulosa y que se localizan en la membrana 
plasmatica (vease fig. 7-37). Como resultado las microfibrillas 
de celulosa de la pared celular se ensamblan con una orientation 
paralela a los microtubulos subyacentes de la corteza (fig. 9-12). 
La orientation de estas microfibrillas de celulosa tiene una par¬ 
ticipation importante en la determination de las caracteristicas 
de crecimiento de la celula y por tanto en su forma. En casi todas 
las celulas las microfibrillas de celulosa recien sintetizadas y los 
microtubulos alineados se disponen en direction perpendicu¬ 
lar con el eje longitudinal de la celula (transversal), como aros 
alrededor de un barril (fig. 9-12). Puesto que las microfibrillas 
de celulosa resisten la expansion lateral, la presion de turgencia 
que la celula ejerce se dirige a los extremos de la celula, lo que 
ocasiona su elongation. 

Tambien se cree que los microtubulos participan en el man¬ 
tenimiento de la organization interna de las celulas. El trata- 
miento de las celulas con agentes que rompen los microtubulos 
puede afectar mucho la localization de organelos membranosos, 
inclusive el reticulo endoplasmico y el aparato de Golgi. El apa- 
rato de Golgi casi siempre se ubica cerca del centra de una celula 
animal, justo fuera del nucleo. El tratamiento de las celulas con 
nocodazol o colquicina puede dispersar los elementos de Golgi 
hacia las regiones perifericas de la celula. Las membranas de 
Golgi regresan a su position normal en el interior de la celula 
cuando el farmaco se retira y los microtubulos se reensamblan. 

Microtubulos como agentes 
de motilidad intracelular 

Las celulas vivas estan repletas de actividad mientras las macro- 
moleculas y los organelos se mueven de manera dirigida de un 
sitio a otro. Aunque todo este ajetreo puede apreciarse al obser¬ 
var el movimiento de materiales espedficos en una celula viva, 
los procesos subyacentes suelen ser dificiles de estudiar porque 
la mayoria de las celulas carece de un citoesqueleto muy orde- 


nado. Por ejemplo, se sabe que el transporte de materiales de un 
compartimiento de membrana a otro depende de la presencia de 
microtubulos porque la interruption especifica de estos elemen¬ 
tos citoesqueleticos detiene los movimientos. El estudio de la 
motilidad intracelular se iniciara con las celulas nerviosas, cuyos 
movimientos intracelulares dependen de un conjunto muy orga- 
nizado de microtubulos y otros filamentos del citoesqueleto. 

Transporte axonico El axon de una neurona motora indivi¬ 
dual puede prolongarse desde la medula espinal hasta la punta 
de un dedo de la mano o del pie. El centra de manufactura de 
esta neurona es su cuerpo celular, una portion redondeada de la 
celula que se encuentra dentro de la portion ventral de la medula 
espinal. Cuando se inyectan aminoacidos marcados en el cuerpo 
celular, se incorporan a proteinas marcadas que se mueven hacia 
el axon y viajan por toda su extension. Muchos materiales dis- 
tintos, entre ellos moleculas neurotransmisoras, se incluyen en 
compartimientos dentro de vesiculas membranosas en el reticu¬ 
lo endoplasmico y el aparato de Golgi del cuerpo celular, y luego 
se transportan por toda la longitud del axon (fig. 9-13 a). Los 
cargamentos que no se unen a membranas, como el RNA, los 
ribosomas y aun elementos del citoesqueleto, tambien se trans¬ 
portan por esta vasta extension de citoplasma alargado. Los di- 
ferentes materiales se mueven a distintos ritmos y el transporte 
axonico mas rapido alcanza velocidades de 5 pm por segundo. A 
este ritmo,una vesicula sinapticajalada por proteinas motoras de 
dimensiones nanometricas pueden viajar 40 cm en un solo dia, o 
casi la mitad de la distancia entre la medula espinal y la punta de 
un dedo. Se dice que las estructuras y los materiales que viajan 
desde el cuerpo celular hasta las terminaciones de una neurona 
se mueven en direccion anterograda. Otras estructuras, como las 
vesiculas endociticas que se forman en las terminaciones ner¬ 
viosas y transportan factores desde las celulas bianco, se mueven 
en direccion contraria, o retrograde, desde la sinapsis hacia el 
cuerpo celular. Los defectos en el transporte anterogrado y re- 
trogrado se han vinculado con varias afecciones neurologicas. 

Los axones estan llenos de estructuras del citoesqueleto, in¬ 
clusive haces de microfilamentos, filamentos intermedios y mi¬ 
crotubulos interconectados de varias maneras (fig. 9-13 b, c). Con 
la videomicroscopia, los investigadores pueden seguir vesiculas 
individuales mientras se mueven a lo largo de los microtubulos 
de un axon, ya sea hacia el cuerpo celular o en sentido contrario 
(fig. 9-14). Estos movimientos son mediados principalmente 
por microtubulos (fig. 9-13r), que sirven como vias para una va- 
riedad de proteinas motoras que generan las fuerzas necesarias 
a fin de mover objetos dentro de una celula. El estudio de las 
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FIGURA 9-13 Transporte axonico. a) Esquema de una celula nerviosa que 
muestra el movimiento de las vesiculas por un axon sobre los rieles de los 
microtubulos. Las vesiculas se mueven en ambos sentidos dentro del axon. 
b ) Esquema de la organization de los microtubulos y los filamentos inter¬ 
medios (neurofilamentos) dentro de un axon. Las vesiculas que contienen 
los materiales transportados se unen con los microtubulos mediante pro- 
tefnas de enlace, que comprenden protefnas motoras como la cinesina y la 
dinefna. c) Micrograffa electronica de una portion del axon de una celula 


nerviosa cultivada, que muestra los numerosos microtubulos paralelos que 
funcionan como rieles para el transporte axonico. En el microscopio optico 
se observo que los dos organelos limitados por membrana que son mostra- 
dos en esta micrograffa se movfan a lo largo del axon en el momento en que 
la celula nerviosa se fijo. (C, tomada de A. C. Breuer, C. N. Christian, 
M. Henkart y P. G. Nelson, J Cell Biol 65:568,1975, mediante auto- 

RIZACION DE DERECHOS RESERVADOS DE LA ROCKEFELLER UNIVERSITY 

Press.) 



FIGURA 9-14 Visualization del transporte axonico. a a c) Estas 
micrograffas de video muestran la progresion de un organelo 
membranoso a lo largo de un axon ramificado. El cuerpo celular queda 
fuera del campo arriba a la izquierda, en tanto las terminaciones (conos 
de crecimiento, pagina 381) estan fuera del campo abajo a la derecha. La 
position del organelo esta indicada por las puntas de flecha. El organelo que 


se sigue (una vacuola autofagica) se mueve en direction retrograda por el 
punto de ramification y continua su movimiento hacia el cuerpo celular. La 
barra representa 10 pm. (Tomada de Peter J. Hollenbeck, J Cell Biol 
121:307, 1993, MEDIANTE AUTORIZACION DE DERECHOS RESERVADOS DE LA 
Rockefeller University Press.) 
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protemas motoras es un tema central de la biologia celular y 
molecular, y se cuenta con mucha information de la naturaleza 
de estas moleculas as! como de su mecanismo de action, que son 
los temas de la section siguiente. 

Protemas motoras que cruzan 
el citoesqueleto microtubular 

Las protemas motoras de una celula convierten la energia qui- 
mica (almacenada en ATP) en energia mecanica, que se emplea 
para mover el cargamento celular unido al motor. Los tipos de 
cargamento celular que estas protemas transportan comprenden 
vesiculas, mitocondrias, lisosomas, cromosomas y otros filamen- 
tos del citoesqueleto. Una sola celula puede contener docenas de 
protemas motoras diferentes y se supone que cada una esta espe- 
cializada en el movimiento de tipos particulares de cargamento 
en una region especial de la celula. En conjunto, las protemas 
motoras pueden agruparse en tres grandes familias: cinesinas, 
dineinas y miosinas. Las cinesinas y las dineinas se mueven a lo 
largo de los microtubulos, en tanto que las miosinas lo hacen a 
lo largo de microfilamentos. No se conoce ningun motor pro- 
teico que utilice los filamentos intermedios como rieles. Esto no 
resulta sorprendente si se considera que los filamentos interme¬ 
dios no estan polarizados y por tanto no proporcionan senales 
direccionales al motor. 

Las protemas motoras se mueven por pasos en una sola 
direction a lo largo del riel de citoesqueleto, de un sitio de union 
al siguiente. Conforme la proteina avanza, experimenta varios 
cambios en la conformation que constituyen un ciclo mecanico. 
Los pasos del ciclo mecanico se coordinan con los de un ci¬ 
clo quimico (o catalltico), el cual proporciona la energia necesa- 
ria para impulsar la actividad del motor (vease la figura 9-61 
para obtener un ejemplo). Los pasos del ciclo quimico abarcan 
la union de una molecula de ATP con el motor, la hidrolisis de 
ATP, la liberation de los productos (ADP [difosfato de adeno- 
sina] y P ; ) del motor y la union de una nueva molecula de ATP. 
La union e hidrolisis de una sola molecula de ATP se emplea 
para impulsar un golpe de poder que mueve el motor un nume- 
ro preciso de nanometros sobre el riel. Conforme la proteina 
motora se mueve a los sitios sucesivos sobre el polimero del ci¬ 
toesqueleto, los ciclos mecanico y quimico se repiten una y otra 
vez, lo que tira del cargamento distancias considerables. Hay que 
tener presente que se trata de motores de tamano molecular que, 
a diferencia de las maquinas hechas por el hombre, dependen 
mucho de su ambiente. Por ejemplo, las protemas motoras no 
tienen momentum (inertia) y estan sometidas a una resistencia 
tremenda por la friction con su ambiente. Como resultado una 
proteina motora se detiene casi de inmediato una vez que el 
aporte de energia cesa. 

Se iniciara con el examen de la estructura molecular y las 
funciones de las cinesinas, los mas pequenos y mejor compren- 
didos de los motores microtubulares. 

Cinesinas En 1985, Ronald Vale y sus colegas aislaron una 
proteina motora del citoplasma de los axones de calamar gigan- 
te que usaban los microtubulos como rieles. Esta proteina se 
denomino cinesina y luego se encontro en casi todas las celu- 
las eucariotas. La cinesina es un tetramero construido con dos 
cadenas pesadas identicas y dos cadenas ligeras identicas (fig. 


9-15«). Una molecula de cinesina tiene varias partes, incluido 
un par de cabezas globulares que se unen a un microtubulo y 
actuan como “maquinas” generadoras de fiierza que hidrolizan 
ATP. Cada cabeza (o dominio motor) se conecta con un cuello, un 
pedunculo cilindrico y una cola con forma de abanico que se une 
al cargamento que debe moverse (fig. 9-15«). Algo sorprendente 
es que el dominio motor de la cinesina tiene una estructura muy 
similar a la de la miosina, a pesar del hecho de que la cinesina 
es una proteina mucho mas pequena y los dos tipos de motores 
operan en rieles distintos. Es casi seguro que la cinesina y la 
miosina evolucionaron de una proteina ancestral comun presen¬ 
te en alguna celula eucariota primitiva. 

Cuando las moleculas de cinesina purificada se unen con 
cuentas y se observan en una prueba de motilidad in vitro (pag. 
332), las cuentas se mueven a lo largo de los microtubulos hacia 
su extremo mas (vease fig. 9-6). Por tanto se dice que la cinesina 
es un motor microtubular dirigido al lado mas. En un axon, donde 
todos los microtubulos estan orientados con su extremo menos 
hacia el cuerpo celular, la cinesina transporta cargamentos hacia 
las terminaciones sinapticas. El descubrimiento de la cinesina se 
describe en la section Vias experimentales, que puede encon- 
trarse en Internet en www.wiley.com/college/karp 

Una sola molecula de cinesina se mueve sobre un solo pro- 
tofilamento de un microtubulo a una velocidad proportional a 
la concentration de ATP (hasta una velocidad maxima de 1 |im 
por segundo). Cuando las concentraciones de ATP son bajas, las 
moleculas de cinesina transcurren lo bastante despacio para que 
los observadores concluyan que la proteina se mueve por pasos 
(fig. 9-\5b). Cada paso es de unos 8 nm de largo, que tambien 
es la longitud de un dimero de tubulina en un protofilamento, y 
requiere la hidrolisis de una sola molecula de ATP. En la actua- 
lidad se acepta de manera general que la cinesina se mueve por 
un mecanismo “mano sobre mano” que se muestra en la figura 
9-15A. Conforme a este modelo, que es basicamente similar a 
una persona que sube por una cuerda, las dos cabezas se alternan 
para tomar la primera o la segunda position sin una rotation 
acompanante del tallo y la carga en cada paso. 

El movimiento de las moleculas de cinesina, tanto in vitro 
como in vivo, es muy progresivo, lo que significa que la proteina 
motora tiende a moverse a lo largo de un microtubulo indivi¬ 
dual por distancias considerables (mas de 1 |im) sin caerse. Una 
molecula de cinesina de dos cabezas puede lograr esta hazana 
porque una de las cabezas esta unida con el microtubulo en todo 
momento (fig. 9-\Sb). Una proteina motora con esta capacidad 
esta bien adaptada para el transporte independiente y por largas 
distancias de pequenos paquetes de cargamento. 

Las dos cabezas de la molecula de la cinesina se comportan 
en forma coordinada, de modo que siempre estan en diferentes 
etapas de sus ciclos quimicos y mecanicos en cualquier momen¬ 
to determinado. Cuando una cabeza se une al microtubulo, los 
cambios de conformation resultantes en la region del cuello ad- 
yacente de la proteina motora hacen que la otra cabeza se mueva 
hacia adelante al siguiente sitio de union en el protofilamento. 
Estas acciones se ilustran en la figura 9-15r, que muestra las 
porciones de la cabeza y el cuello de una cadena pesada mono- 
merica de cinesina relacionada con un microtubulo. La actividad 
catalitica de la cabeza provoca un movimiento oscilante de gran 
escala del cuello el cual, en esta ilustracion, esta unido a una 
molecula de GFP (la proteina verde con forma de barril) y no a 
una segunda cabeza de cinesina. 
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FIGURA 9-15 Cinesina. a) Estructura de la molecula de cinesi¬ 
na convencional, que consiste en: 1) dos cadenas pesadas que se 
entrelazan como un rizo helicoidal en la region del tallo y 2) dos cadenas 
ligeras relacionadas con los extremos globulares de las cadenas pesadas. Las 
cabezas generadoras de fuerza se unen con el microtubulo y la cola, lo hacen 
con el cargamento que se transporta. Con una masa molecular cercana a 
380 kDa, la cinesina es mucho mas pequena que las otras proteinas moto- 
ras, miosina (miosina muscular, 520 kDa) y dinefna (mas de 1 000 kDa). 
b ) Esquema de una molecula de cinesina que se mueve a lo largo de un 
riel microtubular. En el modelo alternative de mano sobre mano, las dos 
cabezas realizan movimientos identicos, pero alternados, similares a los de 
una persona que camina en un jardin por un sendero de piedras dispuestas a 
distancia de un paso. Esto es como al caminar, la cabeza seguidora (pierna) 


se mueve 16 nm hacia adelante de manera alternada en el lado izquierdo y 
derecho del tallo (cuerpo). c ) Cambios de conformacion que ocurren en la 
cabeza (azul) y el cuello (rojo) de una molecula monomerica de cinesina que 
impulsa el movimiento de la proteina a lo largo de un microtubulo (mapa de 
contorno amarillo). En lugar de conectarse con una segunda cabeza, el cue¬ 
llo de esta molecula trunca de cinesina se une con una molecula de proteina 
fluorescente (verde). En condiciones normales el movimiento de balanceo 
del cuello impulsara el movimiento hacia adelante de la otra cabeza, lo que 
permite al dimero “caminar” hacia el extremo mas de un protofilamento. 
( B , Tomada de C. L. Asbury, Curr. Opin. Cell Biol. 17:91, 2005. 
Copyright 2005 con autorizacion de Elsevier Science; C, tomada 
de Ryan B. Case et al., cortesi'a de Ronald D. Vale, Curr Biol, vol. 
10, #3, portada, 2000.) 



La molecula de cinesina descubierta en 1985, conocida 
como “cinesina convencional” o cinesina 1, es solo una integrante 
de una super familia de proteinas relacionadas que se denominan 
KLP (kinesin-likeproteins, proteinas similares a cinesina). Con 
base en el analisis de las secuencias de genoma, los mamiferos 
producen alrededor de 45 KLP distintas. Las porciones motoras 
de las KLP tienen secuencias de aminoacidos relacionadas, lo 
que refleja su ancestro evolutivo compartido y su funcion similar 
en los microtubulos. En cambio, las colas de las KLP tienen se¬ 
cuencias diversas, lo que refleja la variedad de cargamentos que 
estos motores mueven. Se identifican varias proteinas diferentes 
como adaptadores potenciales que unen KLP especificas con sus 
cargamentos. 

Como la cinesina 1, la mayoria de las KLP se mueve hacia 
el extremo mas del microtubulo al que estan unidas. Sin em¬ 
bargo, una pequena familia (llamada cinesina 14), que incluye 
la ampliamente estudiada proteina Ned de Drosophila sp, se 
mueve en sentido contrario, esto es, al extremo menos del riel 


microtubular. Aunque podria esperarse que las cabezas de las 
KLP dirigidas al extremo mas y las dirigidas al extremo menos 
tuvieran estructuras diferentes porque contienen los dominios 
motores cataliticos, las cabezas de los dos tipos de proteinas son 
indistinguibles. En lugar de eso, la discrepancia en la direction 
del movimiento se rastreo hasta las diferencias en las regiones 
adyacentes del cuello de las dos proteinas. Cuando la cabeza de 
una molecula Ned dirigida al extremo negativo se une con el 
cuello y el tallo de una molecula de cinesina, la proteina hibrida 
se mueve hacia el extremo positivo del riel. Por tanto, aunque 
la hibrida tiene un dominio catalitico que en condiciones nor¬ 
males se moveria hacia el extremo negativo de un microtubulo, 
siempre que este unido al cuello de un motor hacia el extremo 
positivo, se mueve en esta ultima direction. 

Una tercera familia pequena (cinesina 13) de proteinas si¬ 
milares a la cinesina, es incapaz de moverse. Las KLP de este 
grupo se unen a cualquier extremo de un microtubulo y causan 
su despolarizacion en vez de moverse por el. Estas proteinas a 
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menudo se denominan despolimerasas de microtubulos. El im- 
portante cometido de estas y otras KLP durante la division ce- 
lular se explorara en el capitulo 14. 

Transporte de organelos mediado por cinesma En el capitulo 8 se 
describio como se mueven las vesiculas de un compartimiento 
membranoso, como el aparato de Golgi, a otro, como un lisoso- 
ma. Los trayectos que las vesiculas citoplasmicas y los organelos 
siguen estan definidos por los microtubulos (vease fig. 9-1) y los 
integrantes de la super familia de la cinesina tienen una parti¬ 
cipation muy importante como agentes generadores de fiierza 
que impulsa el movimiento de este cargamento limitado por 
membrana. En la mayoria de las celulas, como en los axones, 
los microtubulos se alinean con los extremos mas dirigidos ha- 
cia el centra de la celula. Por tanto las cinesinas y las proteinas 
similares a la cinesina tienden a mover vesiculas y organelos (p. 
ej., peroxisomas y mitocondrias) en sentido centrifugo, hacia la 
membrana plasmatica de la celula. Lo anterior se ilustra en las 
micrografias de la figura 9-16. El par de micrografias de la iz- 
quierda muestra una celula aislada de un embrion normal con 
9.5 dias de desarrollo que se tino para revelar la localization de 
sus microtubulos (verde) y mitocondrias (naranja). El par 
de micrografias de la derecha muestra una celula que se aislo de 
un embrion de raton con 9.5 dias de desarrollo, pero que carece 
de ambas copias del gen que codifica la cadena pesada KIF5B de 
la cinesina. Las mitocondrias de la celula deficiente en KIF5B 


estan ausentes en las regiones perifericas de la celula, como se 
esperaria si esta cinesina dirigida al extremo mas fuera la encar- 
gada del movimiento centrifugo de los organelos membranosos 
(vease tambien la figura 9-17c). 

Dineina citoplasmica El primer motor relacionado con los 
microtubulos se descubrio en 1963 como la proteina encargada 
del movimiento de cilios y flagelos. Esta proteina se denomino 
dineina. Aunque casi de inmediato se sospecho la existencia de 
formas citoplasmicas, pasaron 20 anos antes que una proteina 
similar se purificara y caracterizara en el tejido cerebral de los 
mamiferos a la que se llamo dineina citoplasmica. La dinei¬ 
na citoplasmica se encuentra en todo el reino animal, pero su 
presencia en las plantas es motivo de controversia. Si bien el 
ser humano tiene muchas cinesinas (y miosinas) diferentes, cada 
una adaptada para funciones especificas, puede funcionar con 
solo dos proteinas citoplasmicas, una de las cuales parece ser 
responsable de la mayoria de las operaciones de transporte. 

La dineina citoplasmica es una proteina enorme (su masa 
molecular se aproxima a 1.5 millones de daltones) formada por 
dos cadenas pesadas identicas y varias cadenas intermedias y li- 
geras (fig. 9-17«). Cada cadena pesada de la dineina consiste 
en una cabeza globular grande con dos proyecciones alargadas 
(tallos). La cabeza de la dineina, que es 10 veces mas grande que 
la de la cinesina, actua como una maquina generadora de fiierza. 
Cada tallo contiene el importante sitio de union con el micro- 



FIGURA 9-16 Alteration en el fenotipo de una celula que carece de un 
miembro de la super familia de la cinesina. aye ) Celula control de teji- 
dos extraembrionarios de un embrion normal de raton de 9.5 dias de edad 
tenida en a para los microtubulos (verde) y en c para las mitocondrias (rojo). 
Una fraccion significativa de las mitocondrias celulares se localiza a lo largo 
de los microtubulos en las regiones perifericas de la celula. by d) Una celula 
correspondiente obtenida de un embrion que carece de ambas copias del 


gen que codifica KIF5B, una de tres isoformas convencionales de cinesina 
en ratones y humanos. Todas las mitocondrias se aglomeran en la region 
central de la celula, lo que sugiere que KIF5B es la encargada de transportar 
las mitocondrias en sentido centrifugo. (Tomada de Yosuke Tanaka et 
AL., CORTESIA DE NoBUTAKA HlROKAWA, CELL 93:1150, 1998, CON AUTO - 
rizacion de Cell Press.) 
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FIGURA 9-17 Dineina citoplasmicay transporte de organelos por proteinas 
motoras seguidoras de microtubulos. a) Estructura de una molecula de di¬ 
neina citoplasmica, que contiene dos cabezas pesadas de dineina y varias cade- 
nas intermedias y ligeras mas pequenas en la base de la molecula. Cada 
cadena pesada de dineina contiene una cabeza globular grande generadora 
de fuerza, un pedunculo con un sitio de union para el microtubulo, y un tallo. 
b ) Esquema de dos vesiculas que se mueven en sentidos opuestos a lo largo 
del mismo microtubulo, una impulsada por cinesina hacia el extremo mas del 
riel y la otra por dineina citoplasmica que la mueve hacia el extremo menos 


del riel. En el modelo mostrado, cada vesicula contiene ambos tipos de protei¬ 
nas motoras, pero las moleculas de cinesina se desactivan en la vesicula supe¬ 
rior y las moleculas de dineina se desactivan en la vesicula inferior. Ambas 
proteinas motoras estan unidas a la membrana de la vesicula mediante un 
intermediario; la cinesina puede unirse a las vesiculas mediante diversas pro¬ 
teinas integrales y perifericas de membrana, y la dineina lo hace por medio de 
un complejo proteinico soluble llamado dinactina. c) Esquema del transporte 
de vesiculas, agregados vesiculotubulares (VTC) y organelos mediados por 
cinesina y por dineina en una celula cultivada no polarizada. 


tubulo situado en la punta. La proyeccion mas larga, conocida 
como pie (o cola), vincula las cadenas intermedias y ligeras, cuyas 
funciones no estan bien definidas. Analisis estructurales indican 
que el dominio motor de la dineina consiste en varios modulos 
distintos organizados en forma de rueda (vease fig. 9-36), lo cual 
lo hace fundamentalmente distinto de cinesina y miosina tanto 
en arquitectura como en modo de operacion. 

Las pruebas de motilidad in vitro senalan que la dinei¬ 
na citoplasmica se mueve de manera progresiva a lo largo del 
microtubulo hacia el extremo menos del polimero, contrario al 
sentido de la cinesina (fig. 9-17$). Se cuenta con evidencia que 
sugiere que la dineina citoplasmica tiene por lo menos dos fun¬ 
ciones: 

1. Un agente generador de fuerza para el posicionamiento del 
huso y el movimiento de los cromosomas durante la mitosis 
(descrita en el capitulo 14). 

2. Un motor microtubular dirigido al extremo menos para si- 
tuar el aparato de Golgi y para el movimiento de organelos, 
vesiculas y particulas por el citoplasma. 


En las celulas nerviosas, se cree que la dineina citoplasmica 
participa en el movimiento retrogrado de organelos citoplasmicos 
y el movimiento anterogrado de los microtubulos. En los fibroblas- 
tos y otras celulas no neurales, se supone que la dineina citoplas¬ 
mica transporta organelos membranosos de sitios perifericos hacia 
el centra de la celula (fig. 9-17c). El cargamento trasladado por la 
dineina incluye endosomas y lisosomas, las vesiculas provenientes 
del reticulo endoplasmico que se dirigen al aparato de Golgi y el 
virus de inmunodeficiencia humana (VIH) que se transporta al 
nucleo de una celula infectada. La dineina citoplasmica no inter- 
actua de modo directo con el cargamento limitado por la mem¬ 
brana, sino que necesita un adaptador con multiples subunidades 
llamado dinactina. Tambien es posible que la dinactina regule la 
actividad de la dineina y ayude a unir la proteina motora con el 
microtubulo, lo cual incrementa la capacidad de proceso. 

De acuerdo con el modelo presentado en la figura 9-17c, 
que tal vez sea demasiado simplista, la cinesina y la dineina cito¬ 
plasmica mueven materiales similares en sentidos contrarios por 
la misma red de rieles. Como se indica en la figura 9-17$, los 
organelos individuales pueden unirse con la cinesina y la dineina 
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al mismo tiempo, aunque se presume que solo una de ellas se 
activa a la vez. Como se explica en la pagina 366, es probable que 
la miosina tambien se encuentre en algunos de estos organelos. 

Centros organizadores de microtubulos 

La funcion de un microtubulo dentro de una celula viva depen- 
de de su localization y de su orientation, lo que marca la im- 
portancia de comprender por que un microtubulo se ensambla 
en un sitio y no en otro. Cuando se estudia in vitro, el ensam- 
ble de microtubulos con tubulina alfa-beta ocurre en dos fases 
distintas: una fase lenta de nucleacion, en la que al principio se 
forma una pequena parte del microtubulo, y una fase mucho 
mas rapida de elongation. A diferencia de lo que sucede in vitro, 


la nucleacion de los microtubulos es un fenomeno rapido dentro 
de la celula, donde ocurre en relation con diversas estructuras 
especializadas llamadas centros de organizacion de microtu¬ 
bulos (o MTOC, por sus sighs en ingles). El MTOC mejor 
estudiado es el centrosoma. 

Centrosomas En las celulas animales la nucleacion de los 
microtubulos del citoesqueleto se desarrolla en el centrosoma, 
una estructura compleja que contiene dos centriolos con for¬ 
ma de barril rodeados por material pericentriolar (o PCM, del 
ingles pericentriolar material) el cual es electrodenso y amorfo 
(fig. 9-18 a, b ). Los centriolos son estructuras cilindricas de unos 
0.2 |tm de diametro y casi siempre miden lo doble de largo. 
Contienen nueve fibrillas espaciadas de manera uniforme; en 
el corte transversal cada una de ellas se ve como una banda de 



FIGURA 9-18 El centrosoma. a) Diagrama esquematico de un centroso- 
ma que muestra centriolos en pares, el material pericentriolar circundante 
(PCM) y los microtubulos que surgen del PCM, donde la nucleacion ocu¬ 
rre. b ) Micrograffa electronica de un corte transversal de un centriolo que 
muestra la disposicion en rueda con rayos de las nueve fibrillas perifericas, 
cada una consistente en un microtubulo completo y dos incompletos. c ) 
Micrograffa electronica que muestra dos pares de centriolos. Cada par con- 
siste en un centriolo original mas largo y un centriolo hijo mas pequeno 
(flecha) que se alarga en esta fase del ciclo celular (se describe en la sec- 
cion 14.2). d) Reconstruction micrografica electronica de un centrosoma 
extrafdo con yoduro de potasio 1.0 M, que muestra que el PCM consiste 


en una celosfa fibrosa de organizacion laxa. e) Micrograffa por fluorescencia 
de una celula cultivada de mamffero que muestra el centrosoma (tenido de 
amarillo por un anticuerpo contra una protefna del centrosoma) en el cen- 
tro de una red micro tubular extensa. ( A , tomada de S. J. Doxsey et al., 
Cell 76:643, 1994; con autorizacion de Cell Press; B, cortesia de 
B. R. Brinkley; C, tomada de J. B. Rattner y Stephanie G. Phillips, 
J Cell Biol 57:363, 1973; D , tomada de Bradley J. Schnackenberg 
ET AL., CORTESIA DE ROBERT E. PALAZZO, PrOC NaTL AcAD Sci U.S.A. 
95:9298,1998; E, tomada de Toshiro Ohta, et al.,J Cell Biol 156:88, 
2002, cortesia de Ryoko Kuriyama; Cy E, mediante autorizacion de 

DERECHOS RESERVADOS DE LA ROCKEFELLER UNIVERSITY PRESS.) 
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FIGURA 9-19 Nucleacion del microtubulo en el centrosoma. a ) Micrograffa 
de fluorescencia de un fibroblasto cultivado que se expuso a colcemida para 
inducir el desensamble de los microtubulos y luego se permitio que se recu- 
perara durante 30 min antes del tratamiento con anticuerpos fluorescentes 
contra tubulina. La estructura estelar brillante marca el centrosoma, un cen- 


tro organizador de microtubulos (MTOC) del que comenzaron a crecer 
microtubulos recien armados en todas direcciones. b) Esquema del nuevo 
crecimiento de los microtubulos que muestra la adicion de subunidades en el 
extremo mas del polimero lejos del centrosoma. (A , tomada de Mary 
Osborn y Klaus Weber. Proc Nat’l Acad Sci, U.S.A. 73:869,1976.) 


tres microtubulos, designados tubulos A, B y C. Solo el tubulo 
A es un microtubulo completo (fig. 9-18 a, b ) y esta conectado 
con el centra del centriolo mediante un rayo radial. Los tres 
microtubulos de cada tripleta se disponen con un patron que 
confiere al centriolo una apariencia caracteristica de rueda de 
espigas. Por lo general los centriolos se encuentran en pares, con 
ambos elementos situados en angulo recto entre si (fig. 9-18«, c). 
La extraction de centrosomas aislados con yoduro de potasio 1.0 
M retira cerca de 90% de la proteina del material pericentriolar y 
deja un andamiaje de fibras insolubles parecidas al espagueti (fig. 
9-18<a0- Como se explica mas adelante, el centrosoma es el prin¬ 
cipal sitio de initio de los microtubulos en las celulas animales y 
por lo general permanece en el centra de la red microtubular de 
la celula (fig. 9-18e). 

La figura 9-19 a ilustra un experimento initial que demues- 
tra la participation del centrosoma en el initio y la organiza¬ 
tion del citoesqueleto microtubular. Primero se rompieron los 
polimeros de los microtubulos de una celula animal cultivada 
mediante la incubation de las celulas con colcemida, un farmaco 
que se une con las subunidades de tubulina y bloquea su uti¬ 
lization en la celula. El reensamble del microtubulo se vigilo 
mediante elimination del producto quimico, y tratando a las 
celulas fijadas, a distintos intervalos de tiempo con anticuerpos 
fluorescentes contra tubulina. Unos cuantos minutos despues de 
la elimination de las condiciones inhibidoras se observan una o 
dos manchas fluorescentes en el citoplasma de cada celula. Tras 
15 a 30 min (fig. 9-19 a), el numero de filamentos marcados que 
irradian de estos focos aumenta en forma drastica. Cuando es- 
tas mismas celulas se cortan y examinan con un microscopio 
electronico se ve que los microtubulos recien formados irradian 
del centrosoma hacia afuera. Un examen mas minucioso revela 


que en realidad los microtubulos no penetran en el centrosoma 
ni hacen contacto con los centriolos, sino que terminan en el 
material pericentriolar denso que se encuentra en la periferia del 
centrosoma. Este material es el que inicia la formation de los 
microtubulos (vease fig. 9-20r). Aunque los centriolos no par- 
ticipan de manera directa en la nucleacion del microtubulo, es 
probable que desempenen una funcion en el reclutamiento de 
la materia pericentriolar durante el ensamble del centrosoma y 
en el proceso general de la duplication del centrosoma (descrito en 
la section 14.2). 

Segun se ilustra con el experimento recien descrito, los cen¬ 
trosomas son los sitios de nucleacion del microtubulo. La polari- 
dad de estos microtubulos siempre es la misma: el extremo me- 
nos se relaciona con el centrosoma y el extremo mas (o crecien- 
te) se situa en la punta contraria (fig. 9-19$). Por ello, aunque los 
nucleos de los microtubulos se formen en el MTOC, se alargan 
en el extremo contrario del polimero. El extremo creciente de un 
microtubulo puede contener un conjunto de proteinas diferentes 
que ayudan a unir el microtubulo con un bianco particular, como 
un endosoma o cisterna de Golgi en una celula en interfase, o un 
cromosoma condensado en una celula en mitosis. 

La fraction de microtubulos que permanecen relaciona- 
dos con el centrosoma varia mucho de un tipo celular a otro. El 
centrosoma de una celula no polarizada (p. ej., un fibroblasto) 
suele situarse cerca del centra de la celula y permanece vincu- 
lado con los extremos menos de una gran cantidad de micro¬ 
tubulos (como en la figura 9-18e). En cambio, muchos de los 
microtubulos de una celula epitelial polarizada se anclan por sus 
extremos menos en sitios dispersos cercanos al extremo apical 
de las celulas, ya que sus extremos mas se dirigen hacia la super- 
ficie basal de la celula (fig. 9-1). Asimismo el axon de una celula 
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nerviosa contiene grandes cantidades de microtubulos que no 
tienen relation con el centrosoma, que se localiza en el cuerpo 
celular de la neurona. Estos microtubulos axonicos se cortan del 
centrosoma donde se formaron y luego se transportan al axon 
por medio de proteinas motoras. Ciertas celulas animales, como 
los oocitos de los ratones, carecen de centrosomas y aun asi son 
capaces de formar estructuras microtubulares complejas, como 
el huso meiotico (como se explica en el capitulo 14). 

Cuerpos basales y otros MTOC Los centrosomas no son los 
unicos MTOC de las celulas. Los microtubulos externos de un 
cilio o flagelo se generan a partir de microtubulos en una es- 
tructura llamada cuerpo basal, que se encuentra en la base del 
cilio o flagelo (vease fig. 9-32). Los cuerpos basales tienen una 
estructura identica a los centriolos; de hecho los cuerpos basales 
y los centriolos pueden dar origen uno al otro. Por ejemplo, el 
cuerpo basal donde se origina el flagelo de un espermatozoi- 
de proviene de un centriolo que formo parte del huso meiotico 
del espermatocito del que proviene el espermatozoide. Por el 
contrario, el cuerpo basal del espermatozoide casi siempre se 
convierte en centriolo durante la primera division mitotica del 
huevo fertilizado. 

Las celulas vegetales carecen de centrosomas y centriolos, 
o cualquier otro tipo de MTOC evidente. En cambio, en una 


celula vegetal los microtubulos estan concentrados alrededor de 
la superficie del nucleo y dispersos en la corteza (fig. 9-22). 

Nucleacion del microtubulo Sin importar su apariencia tan 
diversa, todos los MTOC tienen funciones similares en todas 
las celulas: controlan el numero de microtubulos, su polaridad, 
el numero de protofilamentos que constituyen sus paredes y el 
momento y la localization de su ensamble. Ademas, todos los 
MTOC comparten un componente proteico, un tipo de tubuli- 
na descubierta a mediados del decenio de 1980 llamada tubulina 
gamma. A diferencia de las tubulinas alfa y beta que constituyen 
cerca de 2.5% de la proteina de una celula no neural, la tubuiina 
gamma representa solo 0.005% del total de proteinas de la celu¬ 
la. Los anticuerpos fluorescentes contra tubulina gamma tinen 
todos los tipos de MTOC, inclusive el material pericentriolar 
de los centrosomas (fig. 9-20 a), lo que sugiere que esta tubulina 
es un componente crucial en la nucleacion de los microtubu¬ 
los. Esta conclusion se apoya con otros estudios. Por ejemplo, la 
microinyeccion de anticuerpos contra tubulina gamma en una 
celula viva bloquea el reensamble de microtubulos despues de su 
despolimerizacion mediante farmacos o frio. 

Para comprender el mecanismo de la nucleacion de mi¬ 
crotubulos los investigadores se enfocaron en la estructura y la 
composition del material pericentriolar (PCM) en la periferia 



FIGURA 9-20 Participation de la tubulina gamma en la funcion 
del centrosoma. a) Fibroblasto en division que se tino mediante 
tecnica doble con anticuerpos contra tubulina gamma (rojo) y contra tubu¬ 
lina beta (verde). La tincion naranja se debe a la coincidencia de los dos 
tipos de tubulina, que ocurre en los dos centrosomas localizados en los polos 
opuestos de una celula en proceso de division, b ) Reconstruction basada en 
micrografias electronicas de una portion de un centrosoma que se incubo 
in vitro con tubulina purificada y luego se marco con anticuerpos contra 
tubulina gamma. Los anticuerpos se unieron con particulas de oro para 
hacerlos visibles (como puntos blancos) en la reconstruction. Durante la 
incubation con tubulina, el centrosoma sirvio como un MTOC para formar 
el nucleo de los microtubulos cuyos extremos menos se ven marcados con 
cumulos de oro, a menudo dispuesto en semicirculos o anillos. El dibujo 


anexo muestra el esbozo del microtubulo que se presenta en la micrografia. 
c) Un modelo para la funcion de la tubulina gamma durante el ensamble de 
los microtubulos. La nucleacion comienza cuando los dimeros de tubulina 
alfa-beta se unen con un anillo abierto de moleculas de tubulina gamma 
(cafe), que se mantienen en su sitio mediante varias proteinas mas (verde) 
que constituyen la gran y-TuRC. La nucleacion mediante y-TuRC define 
la polaridad del microtubulo con un anillo de monomeros de tubulina alfa 
situados en el extremo menos de la estructura. ( A , Cortesia de M. Kathe¬ 
rine Jung y Berl R. Oakley; B, reproducida con autorizacion de 
Michelle Moritz et al., Nature 378:639, 1995. Foto cortesia 
de David A. Agard; derechos reservados 1995 por Macmillan 
Magazines Limited.) 
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de los centrosomas. Se cree que las fibras insolubles del PCM 
(fig. 9-18 d) sirven como sitios de union para las estructuras anu- 
lares que tienen el mismo diametro que los microtubulos (25 
nm) y contienen tubulina gamma. Estas estructuras anulares se 
descubrieron cuando los centrosomas se purificaron e incubaron 
con anticuerpos marcados con oro que se unian con la tubulina 
gamma. Con el microscopio electronico se observo que las par- 
ticulas de oro se aglomeraban en semicirculos o anillos situados 
en los extremos menos de los microtubulos (fig. 9-20b). Estos 
son los extremos de los microtubulos que estan incluidos en el 
PCM del centrosoma donde la nucleacion ocurre. Se aislaron 
complejos anulares similares de tubulina gamma (o y-TuRC) de 
extractos celulares y se demostro que jaermiten la nucleacion 
del ensamble de microtubulos in vitro. Estos y otros estudios su- 
gieren el modelo que se muestra en la figura 9-20r en el que un 
conjunto helicoidal de subunidades de tubulina gamma (cafe) 
forman un molde anular sobre el que la primera hilera de di- 
meros de tubulina alfa-beta se ensambla. En este modelo solo 
la tubulina alfa del heterodimero puede unirse con un anillo de 
subunidades gamma. Por tanto el y-TuRC determina la pola- 
ridad de todo el microtubulo y tambien forma una capa en su 
extremo menos. 

Las propiedades dinamicas 
de los microtubulos 

Aunque todos los microtubulos tienen una morfologia muy 
similar, presentan diferencias marcadas en su estabilidad. Los 
microtubulos son estabilizados por la presencia de MAP uni- 
das (pag. 334) y por ciertas modificaciones postraduccionales 
(p. ej., acetilacion), de las subunidades de tubulina. Los micro¬ 
tubulos del huso mitotico o del citoesqueleto son muy labiles y 
esto significa que son sensibles para desarmarse. Los microtu¬ 
bulos de las neuronas maduras son mucho menos labiles y los 
de los centriolos, cilios y flagelos son muy estables. Las celulas 
vivas pueden someterse a diversos tratamientos que desarman 
los microtubulos del citoesqueleto sin romper otras estructu¬ 
ras celulares. El desensamble puede inducirse con frio, presion 
hidrostatica, aumento en la concentration de Ca 2+ y diversos 



FIGURA 9-21 Cuatro disposiciones principales de los microtubulos pre¬ 
serves durante el ciclo celular de una celula vegetal. La organization de 


productos quimicos, como la colquicina, la vinblastina, la vin- 
cristina, el nocodazol y la podofilotoxina. El farmaco taxol de- 
tiene las actividades dinamicas de los microtubulos a traves de 
un mecanismo muy diferente. El taxol se une con el polimero 
del microtubulo, lo que inhibe su desensamble e impide que la 
celula ensamble las nuevas estructuras microtubulares necesa- 
rias. Muchos de estos compuestos, aun el taxol, se usan en la 
quimioterapia contra el cancer porque destruyen las celulas tu- 
morales en forma preferential. Durante anos se supuso que las 
celulas tumorales eran muy sensibles a estos farmacos por el alto 
ritmo de division celular. No obstante, la investigation reciente 
revelo que aun hay mas. Como se explica en el capitulo 14, las 
celulas normales tienen un mecanismo (o punto de revision) que 
detiene la division celular en presencia de farmacos que alteran 
el huso mitotico, como la vinblastina y el taxol. Como resultado 
las celulas normales suelen detener sus actividades de division 
hasta que el farmaco se elimina del cuerpo. En cambio, muchas 
celulas cancerosas carecen de este punto de revision mitotico e 
intentan completar su division inclusive en ausencia de un huso 
mitotico funcional. Esto suele conducir a la muerte de la celula 
tumoral. 

La labilidad de los microtubulos del citoesqueleto refleja el 
hecho de que son polimeros formados por enlace no covalente 
de bloques dimericos de construction. Por lo general los mi¬ 
crotubulos del citoesqueleto estan sujetos a despolimerizacion y 
repolimerizacion conforme los requerimientos de la celula cam- 
bian de un momento a otro. El caracter dinamico del citoesque- 
leto microtubular esta bien ilustrado en las celulas vegetales. Si 
una celula vegetal tipica se vigila desde una division mitotica 
hasta la siguiente, aparecen cuatro conjuntos distintos de micro¬ 
tubulos, uno despues del otro (fig. 9-21). 

1. Durante la mayor parte de la interfase los microtubulos de 
una celula vegetal se distribuyen por toda la corteza, como 
se muestra en la etapa 1 de la figura 9-21. Una busqueda de 
la tubulina y revela que este factor de nucleacion se localiza 
a lo largo de los microtubulos corticales, lo cual sugiere que 
los nuevos microtubulos podrian formarse directamente en 
la superficie de los ya existentes. Esta idea es apoyada por 
estudios sobre la incorporation de tubulina en celulas vivas 


los microtubulos en cada etapa se describe en el texto. (Tomada de R. H. 
Goddard et al., Plant Physiol 104:2,1994.) 
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3. A medida que la celula progresa hacia la mitosis, la banda 
preprofase se pierde y los microtubulos reaparecen en la for¬ 
ma de huso mitotico (fig. 9-21, etapa 3). 

4. Despues de que los cromosomas se separan, el huso mitotico 
desaparece y se sustituye por un haz de microtubulos llamado 
fragmoplasto (fig. 9-21, etapa 4), que desempena una funcion 
central en la formation de la pared celular que separa las dos 
celulas hijas (vease fig. 14-38). 

Se cree que estos cambios drasticos en la organization espacial 
de los microtubulos se logran mediante la combination de dos 
mecanismos separados: 1) un nuevo arreglo de los microtubulos 
existentes y 2) el desensamble de los microtubulos existentes con 
un reensamble de otros nuevos en regiones distintas de la celula. 
En este ultimo caso, los microtubulos que constituyen la banda 
preprofase se forman a partir de las mismas subunidades que 
unos minutos antes eran parte de la matriz cortical o, antes 
que eso, el fragmoplasto. 

La information de los factores que influyen en el ritmo 
de crecimiento y reduction de los microtubulos proviene sobre 
todo de estudios del ensamble y el desensamble de microtubulos 
in vitro. 



FIGURA 9-22 Nucleacion de tiibulos corticales vegetales. a) Las microgra- 
fias muestran una portion de una celula de tabaco cultivada viva que expresa 
tubulina marcada con tubulina-GFP. Durante el periodo de observation, 
un microtubulo ya existente de la corteza sirve como nucleo para el ensam- 
blaje de un microtubulo hijo, que crece hacia afuera formando una rama 
en forma de “Y”. El extremo de un microtubulo recien formado se indica 
por una punta de flecha, y el punto de ramification mediante una flecha. b ) 
Micrografia electronica de un microtubulo con dos microtubulos hijos que 
ramifican desde su superficie. Los microtubulos ramificados se ensambla- 
ron en un sistema acelular que contenfa subunidades de tubulina. La barra 
representa 10 (dm. c) Modelo esquematico que muestra como se forman 
microtubulos nuevos en los sitios de tubulina y presentes en la superficie 
de un microtubulo preexistente. ( A , B, tomadas de Takashi Murata, et 
AL., REIMPRESA CON AUTORIZACION DE NATURE CELL BlOL. 7:961, 2005. 
Copyright 2005, Macmillan Magazines Ltd.) 


(fig. 9-22 a) y por ensayos in vitro que muestran microtubulos 
recien formados de manera perpendicular a los lados de otros 
ya existentes. Una vez formados, es probable que los microtu¬ 
bulos hijos se desprendan del progenitor y sean incorporados 
en los haces paralelos que circundan la celula (figs. 9-12 a, 
9-21). 

2. Conforme la celula se aproxima a la mitosis, los microtubulos 
desaparecen de la mayor parte de la corteza y dejan solo una 
banda transversal llamada banda preprofase, que rodea la celu¬ 
la como un cinturon (fig. 9-21, etapa 2). La banda preprofase 
marca el sitio del futuro piano de division. 


Estudio de la dinamica del microtubulo in vitro La pri- 
mera estrategia exitosa respecto al ensamble de microtubulos in 
vitro fue obra de Richard Weisenberg de la Temple University 
en 1972. Al razonar que los homogeneizados celulares deben 
tener todas las macromoleculas necesarias para el proceso de 
ensamble, Weisenberg logro la polimerizacion de tubulina en 
homogeneizados completos de cerebro a 37°C con la adicion 
de Mg 2+ , GTP y EGTA (que se une con Ca 2+ , un inhibidor de 
la polimerizacion). Weisenberg encontro que los microtubulos 
podrian desensamblarse y ensamblarse de nuevo una y otra vez 
con el solo descenso e incremento de la temperatura en la mez- 
cla de incubation. La figura 9-23 muestra tres microtubulos que 
se armaron en el tubo de ensayo a partir de tubulina purificada. 
Puede verse que uno de los tres microtubulos contiene solo 11 
protofilamentos (como su diametro menor lo indica). No re- 
sulta inesperado que los microtubulos armados in vitro tengan 
cantidades anormales de protofilamentos porque carecen del 
molde apropiado (fig. 9-20r) que en condiciones normales pro- 
porcionan los complejos anulares de tubulina gamma in vivo. 
El ensamble in vitro de microtubulos se favorece mucho con la 
adicion de MAP o con fragmentos de microtubulos o estructu- 
ras que los contengan (fig. 9-24), que sirven como moldes para 
la adicion de subunidades fibres. En estos estudios in vitro se 
agregan subunidades de tubulina sobre todo al extremo mas del 
polimero existente. 

Desde los primeros estudios in vitro se establecio que el en¬ 
samble de microtubulos requiere GTP. El ensamble de dimeros 
de tubulina demanda la union de una molecula de GTP con la 
subunidad de tubulina beta. * 2 La incorporation real del dimero 
al final de un microtubulo no necesita hidrolisis de GTP, sino 
que el GTP se hidroliza poco despues que el dimero se incorpora 


2 Una molecula de GTP tambien se une con la subunidad tubulina alfa, pero no es 
intercambiable y no se hidroliza despues de la incorporation de la subunidad. Las 
posiciones de los nucleotidos de guanina en el heterodfmero de tubulina alfa-beta 
se muestran en la figura 9-8 c. 
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FIGURA 9-23 Microtubulos ensamblados en un tubo de ensayo. Microgra- 
fia electronica de microtubulos congelados no fijados que se polimerizaron 
in vitro. Pueden verse los protofilamentos individuates y sus subunidades 
de tubulina globular. Notese que la parte media de los tres microtubulos 
contiene solo 11 protofilamentos. (Cortesia de R. H. Wade, Institut de 
Biologie Structurale, Grenoble, Francia.) 


a un microtubulo y el GDP resultante permanece unido con el 
polimero armado. Luego que un dimero se libera de un micro¬ 
tubulo durante el desensamble e ingresa a la reserva soluble, el 
GDP se sustituye con un GTP nuevo. Este intercambio de nu- 





FIGURA 9-24 Ensamble de la tubulina en las estructuras microtubulares 
existentes. Micrograffa electronica que muestra el ensamble in vitro de la 
tubulina cerebral en los extremos mas de los microtubulos de un axone- 
ma del flagelo de Chlamydomonas. (Cortesia de L. I. Binder y Joel L. 
Rosenbaum.) 


cleotido “recarga” el dimero y permite que sirva de nuevo como 
bloque de construction para la polimerizacion. 

Debido a que la hidrolisis del GTP incluye el ensamble 
de un microtubulo, esta no es una actividad celular barata. ;Por 
que se desarrollo una via de polimerizacion tan costosa? Para 
responder esta pregunta es conveniente considerar el efecto de 
la hidrolisis del GTP en la estructura del microtubulo. Cuando 
un microtubulo crece, el extremo mas se ve al microscopio elec- 
tronico como una hoja abierta a la que se agregan dimeros-GTP 
(paso 1, fig. 9-25). Durante las fases de crecimiento rapido del 
microtubulo los dimeros de tubulina se agregan con mas rapidez 
de lo que su GTP puede hidrolizarse. Se cree que la presencia de 




FIGURA 9-25 Modelo de tapa estructural de inestabilidad dinamica. De 

acuerdo con el modelo, el crecimiento o encogimiento de un microtubulo 
depende del estado de los dimeros de tubulina en la punta del microtubulo. 
Los dimeros de tubulina-GTP se muestran en rojo. Los dimeros de tubuli- 
na-GDP se presentan en azul. En un microtubulo en crecimiento (paso 1), 
la punta consiste en una hoja abierta que contiene subunidades de tubulina- 
GTP. En el paso 2, el tubo comenzo a cerrarse, lo que obliga a la hidrolisis 
del GTP unido. En el paso 3, el tubo ya se cerro hasta su extremo, lo que 
dejo solo subunidades tubulina-GDP. Las subunidades tubulina-GDP tie- 
nen una conformation curva comparada con sus contrapartes unidas con 
GTP, lo que las hace menos capaces de ajustarse en un protofilamento recto. 
La tension resultante de la presencia de subunidades de tubulina-GDP en 
el extremo del microtubulo se libera conforme los protofilamentos curva- 
dos salen hacia afuera del tubulo y experimentan encogimiento catastrofico 
(paso 4). (Tomada de A. A. Hyman y E. Karsenti, Cell 84:402, 1996, 

CON AUTORIZACION DE CELL PRESS.) 
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FIGURA 9-26 Dinamica del microtubulo en las celulas vivas. A este fibro- 
blasto cultivado se le inyecto un pequeno volumen de tubulina que se habfa 
unido mediante enlaces covalentes con biotina, una pequena molecula cuya 
localizacion en la celula es facil de determinar mediante anticuerpos fluores- 
centes contra biotina. Cerca de un minuto despues de la inyeccion, las celulas 
se fijaron y se identified la localizacion de la tubulina unida con biotina que se 
habfa incorporado en microtubulos insolubles. En esta micrograffa de fluo- 
rescencia resulta evidente que, aun durante periodos tan cortos como 1 min, 
muchas subunidades de tubulina se incorporan en los extremos crecientes de 
los microtubulos del citoesqueleto. (Tomada de Marc Kirschner,J. Cell 
Biol 102, portada del num. 3,1986, mediante autorizacion de dere- 

CHOS RESERVADOS DE LA ROCKEFELLER UNIVERSITY PRESS.) 


una capa de dimeros tubulina-GTP en los extremos mas de los 
protofilamentos favorece la adicion de mas subunidades, con el 
crecimiento consecuente del microtubulo. Sin embargo, se supo- 
ne que los microtubulos con extremos abiertos, como en el paso 
1 de la figura 9-25, experimentan una reaccion espontanea que 
conduce al cierre del tubo (pasos 2 y 3). En este modelo el cierre 
del tubo se acompana de hidrolisis del GTP unido, lo que ge¬ 
nera subunidades que contienen tubulina unida con GDP. Las 
subunidades GDP-tubulina tienen una conformation distinta a 
sus precursores GTP-tubulina y son menos adecuadas para ajus- 
tarse en un protofilamento recto. La tension mecanica resultante 


disminuye la estabilidad del microtubulo. La energia de tension 
se libera cuando los protofilamentos se curvan hacia afuera en el 
extremo mas del tubulo y se someten a polimerizacion catastro- 
fica (paso 4). Por tanto, pareciera que la hidrolisis del GTP es un 
elemento fundamental de la calidad dinamica de los microtubu¬ 
los. La energia de tension almacenada en un microtubulo como 
resultado de la hidrolisis del GTP los torna inestables y capaces 
de desarmarse poco despues de su formation (en ausencia de 
otros factores estabilizadores como las MAP). Los microtubulos 
pueden encogerse con gran rapidez, sobre todo in vivo, lo que 
permite a la celula desarmar su citoesqueleto microtubular en 
muy poco tiempo. 

Estudio de la dinamica de los microtubulos in vivo La 
microinyeccion de tubulina con marca fluorescente en una celula 
cultivada puede revelar el caracter dinamico del citoesqueleto 
microtubular dentro de una celula. Las subunidades marcadas 
se incorporan con rapidez en los microtubulos preexistentes del 
citoesqueleto, aun en ausencia de cambios morfologicos (fig. 
9-26). Si se observan microtubulos individuales con el micros- 
copio de fluorescencia, parecen crecer despacio por cierto pe- 
riodo y luego se encogen con rapidez y en forma inesperada, 
como lo ilustra la vigilancia del microtubulo de la figura 9-27. 
Puesto que el encogimiento ocurre de manera mas rapida e 
inesperada que la elongation, la mayoria de los microtubulos 
desaparece de la celula en cuestion de minutos y se sustituye por 
microtubulos nuevos que crecen a partir del centrosoma. 

En 1984, Timothy Mitchison y Marc Kirschner, de la 
University of California en San Francisco, propusieron que el 
comportamiento de los microtubulos podia explicarse por un 
fenomeno que hamaron inestabilidad dinamica. Inestabilidad 
dinamica se refiere al hecho de que los microtubulos en creci- 
miento y encogimiento pueden coexistir en la misma region de 
una celula, y que un microtubulo determinado puede cambiar 
en uno u otro sentido de modo impredecible entre las fases de 
crecimiento y acortamiento, como se ve en la figura 9-27. La 
inestabilidad dinamica es una propiedad del extremo mas del 
microtubulo; se agregan subunidades al extremo mas durante el 
crecimiento y se pierden del extremo menos durante el encogi¬ 
miento. Ademas, las celulas contienen un conjunto de diversas 
proteinas (llamadas +TIP) que se une con los extremos dinami- 
cos mas de los microtubulos y regula tanto la velocidad de cre- 
cimiento o encogimiento como la frecuencia de interconversion 
entre las dos fases. 



FIGURA 9-27 Inestabilidad dinamica. Esta 
serie de fotograffas muestra los cambios en 
la longitud de un solo microtubulo en el cono 
de crecimiento de una neurona. Se aplico una 
microinyeccion a la celula de tubulina con marca 
de fluorescencia en una concentration lo bastante 
baja para producir partfculas fluorescentes a todo 
lo largo de los microtubulos. Como se explica en 
la pagina 331, estas partfculas brindan puntos de referenda fijos que pueden 
seguirse en el tiempo. Cada una de las lfneas amarillas horizontales conecta 
una de estas partfculas de un punto de tiempo al siguiente. La lfnea azul 
indica el extremo mas aproximado del microtubulo en diferentes puntos 
de tiempo. Desde 0 hasta cerca de 200 s, el microtubulo presenta la adicion 


gradual de subunidades de tubulina en el extremo mas. Luego, desde alre- 
dedor de 200 a 240 s, el microtubulo experimenta un encogimiento rapido. 
(Tomada de Andrew W. Schaefer, Nurul Kabir y Paul Forscher, J 
Cell Biol 158:145,2002 mediante autorizacion de derechos reser- 

VADOS DE LA ROCKEFELLER UNIVERSITY PRESS.) 
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La inestabilidad dinamica constituye un mecanismo por 
medio del cual los extremos positivos de los microtubulos pue- 
den explorar rapidamente el citoplasma en busca de sitios de 
fijacion apropiados. La fijacion estabiliza temporalmente los mi¬ 
crotubulos y permite a la celula construir las complejas redes ci- 
toesqueleticas que se exponen en este capitulo. La inestabilidad 
dinamica tambien permite a las celulas reaccionar rapidamente 
a las condiciones cambiantes que requieren remodelacion del 
citoesqueleto microtubular. Uno de los ejemplos mas notables 
de tal remodelacion se presenta en la mitosis, cuando los micro¬ 
tubulos del citoesqueleto se desensamblan y remodelan en un 
huso mitotico bipolar. Esta reorganization se relaciona con 
un intenso cambio en la estabilidad microtubular; los micro¬ 
tubulos de las celulas en interfase tienen una semivida cinco a 
10 veces mayor que la de las celulas mitoticas. A diferencia de 
los microtubulos del huso mitotico o el citoesqueleto, los de los 
organelos que se consideran a continuation carecen de actividad 
dinamica y, al contrario, son muy estables. 


Cilios y flagelos: estructura y funcion 

Cualquiera que haya colocado una gota de agua de un estanque 
bajo la lente del microscopio y haya intentado impedir que un 
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protozoario nadara fuera del campo de vision puede apreciar 
la actividad de los cilios y los flagelos. Los cilios y los flage¬ 
los son organelos moviles similares a pelos que sobresalen de la 
superficie de diversas celulas eucariotas. Las bacterias tambien 
tienen estructuras conocidas como flagelos, pero los flagelos de 
los procariotas son filamentos simples sin relation evolutiva con 
sus contrapartes eucariotas (vease fig. 1-14). La explication si- 
guiente se refiere solo a los organelos eucariotas. 

En esencia los cilios y los flagelos son la misma estructura. 
La mayoria de los biologos usa uno u otro termino con base 
en el tipo de celula del cual el organelo se proyecta y su patron 
de movimiento. De acuerdo con esta distincion, un cilio puede 
compararse con un remo que mueve la celula en sentido per¬ 
pendicular al cilio mismo. Durante su golpe de poder el cilio se 
mantiene rigido (fig. 9-28 a) mientras empuja contra el medio 
circundante. En su movimiento de recuperacion el cilio se vuel- 
ve flexible y ofrece poca resistencia al medio. Los cilios tienden 
a encontrarse en grandes cantidades sobre la superficie celular y 
su actividad suele ser coordinada (fig. 9-28^). Los cilios mueven 
liquido y particulas a traves de diversas vias en los organismos 
pluricelulares (fig. 9-28r). Por ejemplo, en los humanos el epi- 
telio ciliado que recubre las vias respiratorias impulsa el moco y 
los detritos atrapados en el para alejarlos de los pulmones. No 
todos los cilios son moviles; muchas celulas del cuerpo tienen un 
solo cilio inmovil (cilio primario) y se cree que desempena una 
funcion sensorial al vigilar las propiedades de los liquidos extra- 
celulares. Algunas de las funciones de los cilios unicos moviles e 
inmoviles se explican en el recuadro Perspectiva humana. 



FIGURA 9-28 Golpe ciliar. a) Diversas etapas del golpe de un cilio. b ) Los 
cilios de la superficie de un protozoario ciliado se mueven en ondas meta- 
cronas en las que los cilios de una hilera determinada estan en la misma eta- 
pa del ciclo del movimiento, pero los que se encuentran en filas adyacentes 
estan en una etapa diferente. RS, cilios en golpe de recuperacion; ES, cilios 
en golpe de poder efectivo. c) Cilios de la superficie del labio (fimbria) del 
oviducto de raton. ( B , reimpresa con autorizacion de G. A. Horridge 
y S. L. Tamm, Science 163:818, 1969; © derechos reservados 1969, 
American Association for the Advancement of Science; C, corte- 
sia de Ellen R. Dirksen.) 







350 Capitulo 9 EL CITOESQUELETO Y LA MOTILIDAD CELULAR 


PERSPECTIVA HUMANA 

J/,' 


La funcion de los cilios en el desarrollo y la enfermedad 


Cuando una persona se mira al espejo ve un organismo relativamen- 
te simetrico, uno cuya mitad izquierda es una imagen en espejo de 
la derecha. Por otra parte, los cirujanos ven organismos muy asime- 
tricos cuando abren la cavidad toracica o abdominal de una persona. 
Por ejemplo, el estomago, el corazon y el bazo estan desviados al lado 
izquierdo del cuerpo, mientras que el higado se localiza en el lado de- 
recho. En ocasiones algun medico encuentra un paciente en el que la 
asimetria entre los lados derecho e izquierdo de las visceras esta inver- 
tida (situation conocida como situs inversus). 

El situs inversus se presenta en personas con el sindrome de 
Kartagener, que tambien se caracteriza por infecciones respiratorias y 
sinusales recurrentes, e infertilidad en los varones. Los primeros indi- 
cios de la causa subyacente de este trastorno se obtuvieron en el dece- 
nio de 1970, cuando se descubrio que los espermatozoides inmoviles 
de estas personas tenian una estructura anormal del axonema. Segun el 
paciente, los axonemas pueden carecer de las ramas externas o internas 
de dineina, de microtubulos centrales o de las estructuras radiales (vea- 
se fig. 9-30). Estudios posteriores mostraron que este trastorno se debe 
a mutaciones en varios genes, inclusive los que codifican las cadenas 
pesadas e intermedias de dineina. Es comprensible que estas personas 
sufran infecciones respiratorias, lo que depende de la elimination de 
detritos y bacterias por action de los cilios del epitelio respiratorio, e 
infertilidad masculina, pero <;por que casi la mitad de ellos tiene inver¬ 
sion de la asimetria izquierda-derecha? 

El plan corporal basico de un mamifero se establece durante la 
gastrulacion gracias a una estructura llamada nodo embrionario. Cada 
celula que forma parte del nodo posee un solo cilio. Estos cilios tie- 
nen propiedades inusuales; carecen de los dos microtubulos centrales 
(el axonema tiene una estructura 9 + 0) y presentan un movimiento 
rotatorio peculiar. Si la motilidad de estos cilios se altera, como sucede 
en los ratones con mutaciones en un gen de la dineina flagelar, casi la 
mitad de los animales presenta inversion de la asimetria, lo que sugiere 
que el azar determina la asimetria entre izquierda y derecha en estos 
mutantes. 

La rotation de los cilios nodales mueve el liquido circundante 
al lado izquierdo de la linea media del embrion, como se demostro 
mediante el seguimiento del movimiento de las cabezas fluorescentes 
microscopicas. Se propuso que el liquido extracelular movido por los 
cilios nodales contiene sustancias morfogeneticas (sustancias que diri- 
gen el desarrollo embrionario) que se concentran al lado izquierdo del 
embrion, lo que conduce a la formation final de diferentes organos a 
ambos lados de la linea media. Esta proposition se apoya en estudios 
experimentales en los que se desarrollaron embriones de ratones en Ca¬ 
maras miniaturizadas en las que podia imponerse un flujo artificial de 
liquido a traves del nodo. Cuando los embriones se sometieron al flujo 
de liquido en direction contraria a la que ocurre durante el desarrollo 
normal, los embriones desarrollaron la asimetria izquierda-derecha in- 
vertida. 2 


a Una hipotesis altema pero relacionada es que el nodo embrionario contiene dos 
tipos distintos de cilios, una poblacion de cilios localizada en el centro del nodo y 
nodos primarios inmoviles distribuidos alrededor de la periferia del nodo. Conforme 
a esta hipotesis, los cilios moviles generan el flujo a la izquierda y los cilios inmoviles 
actuan como estructuras sensoriales que detectan el movimiento y transmiten sena- 
les que ocasionan asimetria. 


Muchas celulas del cuerpo tienen un solo cilio primario inmovil. 
Durante anos los investigadores ignoraron estos cilios, pero estudios 
recientes sugieren que desempenan funciones importantes como “ante- 
nas” que perciben las propiedades quimicas y mecanicas de los liquidos 
en los que se proyectan. Considerense los cilios primarios (fig. 1) de las 
celulas epiteliales que recubren la luz de los tubulos renales microsco- 
picos en los que se forma la orina. La importancia de estos cilios se evi- 
dencio tras el descubrimiento de que un par de proteinas de membrana 
llamadas policistinas se localizan en la superficie de estos cilios renales, 
donde forman un canal de iones Ca 2+ . Las mutaciones en PKD1 y 
PKD2, los genes que codifican las policistinas, causan enfermedad re¬ 
nal poliquistica, en la que los rinones desarrollan multiples quistes que 
destruyen la funcion renal. Se cree que la PKD resulta de perdida de 
la regulation de la division celular, porque los quistes se deben a un 
nivel anormalmente alto de proliferation de las celulas epiteliales que 



FIGURA1 Cilios primarios. Micro grafia electronica de barrido que muestra 
cada una de estas celulas del epitelio renal con un solo cilio primario inmo¬ 
vil. (Tomada de R. G. Kessel y R. H. Kardon, Tissues and Organs: A 
Textbook of Scanning Electron Microscopy/Visuals Unlimited.) 





LA FUNCION DE LOS CILIOS EN EL DESARROLLO Y LA ENFERMEDAD 351 


recubren partes de los tubulos renales. Se piensa que las mutaciones en 
las policistinas alteran la respuesta de los cilios primarios al flujo de 
liquido, lo que ocasiona un trastorno en el flujo de calcio a traves 
de la membrana ciliar; esto a su vez altera la transmision de senales 
al cuerpo de la celula y el nucleo, de lo que resulta una proliferation 
celular anormal. 

La importancia de los cilios en el desarrollo humano se ha he- 
cho aun mas evidente por la reciente revelation de que el sindrome 
de Bardet-Biedl (BBS) es causado por mutaciones en cualesquiera de 
varios genes que intervienen en el ensamblaje de cuerpos basales y ci¬ 
lios. Las personas con BBS presentan una notable gama de trastornos, 
que incluye polidactilia (dedos supernumerarios en manos o pies), situs 


inversus , obesidad, nefropatia, defectos cardiacos, retardo mental, anor- 
malidades de genitales, degeneration retiniana, escasa discrimination 
olfatoria, diabetes e hipertension arterial. El hecho de que todas estas 
alteraciones puedan rastrearse hasta anomalias en cuerpos basales y ci¬ 
lios ilustra la importancia general de estas estructuras en el desarrollo 
y el funcionamiento de los organos. Muchos de los genes implicados 
en estos diversos trastornos ciliares (“ciliopatias”) fueron identifica- 
dos en organismos modelo como Chlamydomonas y C. elegans, lo cual 
constituye otro ejemplo de la importancia de la investigation basica en 
organismos no vertebrados para mejorar el conocimiento de la enfer- 
medad humana. 


Los flagelos tienen diversos patrones de movimiento {on- 
das), segun el tipo celular. Por ejemplo, el alga unicelular que se 
presenta en la figura 9-29 a se impulsa hacia el frente con las 
sacudidas de sus dos flagelos en forma asimetrica, semejante a 
la brazada de pecho de un nadador humano (fig. 9-29 b). Esta 
misma alga puede empujarse a si misma por el medio con un 
movimiento simetrico similar al del espermatozoide (mostrado 
en la figura 9-34). La concentration interna del ion de calcio 
regula el grado de asimetrla del patron de movimiento del alga. 

La micrografia electronica de un corte transversal de un 
cilio o un flagelo es una de las imagenes mas familiares de la bio- 
logla celular (fig. 9-30«). Toda la proyeccion ciliar o flagelar esta 
cubierta por una membrana que se continua con la membrana 
plasmatica de la celula. El centra del cilio, llamado axonema, 
contiene un conjunto de microtubulos que corre en sentido lon¬ 
gitudinal por todo el organelo. Con raras excepciones, el axone¬ 
ma de un cilio o flagelo movil consiste en nueve microtubulos 
dobles perifericos que rodean un par de microtubulos central. 
Esta misma estructura microtubular, que se conoce como “dis¬ 



til 


FIGURA 9-29 Flagelos eucariotas. a) Alga unicelular Chlamydomonas rein- 
hardtii. Los dos flagelos se ven verdes despues de unirse con un anticuerpo 
fluorescente dirigido contra una protefna mayor de membrana flagelar. El 
color rojo se debe a la autofluorescencia de la clorofila celular. A diferencia 
de muchos organismos flagelados, Chlamydomonas no necesitan sus flagelos 
para sobrevivir y reproducirse, por lo que pueden cultivarse cepas mutan- 


position 9 + 2”, se observa en los axonemas desde los protistas 
hasta los mamiferos y sirve como otro de los muchos recorda- 
torios de que todos los eucariotas vivos evolucionaron de un 
ancestro comun. Todos los microtubulos del axonema tienen la 
misma polaridad; sus extremos mas se hallan en la punta de 
la proyeccion y los extremos menos, en la base. Cada pareja pe- 
riferica consiste en un microtubulo completo, el tubulo A, y un 
microtubulo incompleto, el tubulo I>; este ultimo alberga 10 u 11 
subunidades en lugar de las 13 usuales. 

La estructura basica del axonema se describio por primera 
vez en 1952; Irene Manton lo hizo en las plantas y Don Fawcett 
y Keith Porter, en celulas animales. Algunos de los componentes 
menos evidentes se hicieron visibles conforme el poder de reso¬ 
lution de los microscopios electronicos mejoro (fig. 9-30^). Se 
vio que los tubulos centrales estan encerrados por proyecciones 
que forman la vaina central, que se conecta con los tubulos A de 
las parejas perifericas mediante un conjunto de rayos radiates. Las 
parejas estan conectadas entre si por un puente entre parejas for- 
mado por una proteina elastica, la nexina. La observation de un 
par de “brazos” (uno interno y uno externo), que se proyectan del 
tubulo A (fig. 9-30 a) fue muy importante. Un corte longitudinal, 



tes con varios tipos de defectos flagelares. b) El movimiento anterogrado 
de Chlamydomonas se realiza mediante una onda asimetrica que se parece a 
la brazada de pecho. En la figura 9-34 se muestra un tipo diferente de ondas 
flagelares. ( A , cortesia de Robert Bloodgood, University of Virgi¬ 
nia.) 
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FIGURA 9-30 Estructura de un axonema ciliar o flagelar. a) Corte trans¬ 
versal del axonema de un espermatozoide. Se observa que las parejas peri- 
fericas consisten en un microtubulo completo y otro incornplcto, mientras 
que los dos microtubulos centrales son completos. Los brazos de dineina se 
ven como proyecciones “borrosas” de la pared del microtubulo completo. La 
estructura molecular de estos brazos se describe en una section posterior. 
b ) Esquema del axonema de un protista que muestra la estructura de las 
fibras rnicrotubularcs, los dos tipos de brazos de dineina (brazos externos de 
tres cabezas y brazos internos de dos cabczas), los vlnculos de nexina entre 
las parejas, la vaina central que rodea los microtubulos centrales y las espi- 
gas radiales que se proyectan de las parejas exteriores hacia la vaina central. 
(Nota: los cilios y flagelos de los animales casi siempre tienen brazos exter¬ 
nos de dos cabezas.) ( A , Cortesia de Lewis G. Tilney y K. Fujiwara.) 


o sea, uno que pasa por el axonema paralelo a su eje longitudinal, 
revela la naturaleza continua de los microtubulos y la naturaleza 
discontinua de los otros elementos (fig. 9-31 a). 

Como se indico antes, un cilio o flagelo surge de un cuerpo 
basal (fig. 9-32 a) de estructura similar al centriolo de la figura 9- 
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FIGURA 9-31 Vista longitudinal de un axonema. a) Micrografia electronica 
de un corte longitudinal mediano de una region recta de un cilio. Puede 
verse que los rayos radiales unen la vaina central con el microtubulo A de 
la pareja. b ) Esquema de un corte longitudinal de una pareja flagelar. Los 
rayos radiales emergen en grupos de tres que se repiten (a intervalos de 96 
nm en este caso) a lo largo del microtubulo. Los brazos externos de dineina 
estan espaciados a intervalos de 24 nm. { A , tomada de Fred D. Warner 
y Peter Satir, J Cell Biol 63:41, 1974; mediante autorizacion de 

DERECHOS RESERVADOS DE LA ROCKEFELLER UNIVERSITY PRESS.) 


18 a. Los tubulos A y B del cuerpo basal se elongan de las parejas 
del cilio o del flagelo (fig. 9-32 b). Si un cilio o flagelo se arranca 
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FIGURA 9-32 Cuerp os basales y axonemas. a) Micrografia elec- 
tronica de un corte longitudinal a traves de los cuerpos basales 
de varios cilios en la superficie apical de las celulas epiteliales del oviducto 


de conejo. b ) Esquema de la relacion estructural entre los microtubulos del 
cuerpo basal y el axonema de un cilio o flagelo. ( A , Cortesia de R. G. W. 
Anderson.) 




de la superficie de una celula viva, un nuevo organelo se regenera 
como excrecencia del cuerpo basal. Como sucede con otras es- 
tructuras microtubulares, el crecimiento de un axonema ocurre 
en los extremos mas (externos) de sus microtubulos. ^Como es 
que una celula organiza y mantiene un sitio de construction en 
la punta externa del axonema situado a micras del cuerpo de la 
celula donde la sintesis de los materiales de construction tiene 
lugar? 

Aunque los biologos han observado los flagelos de celulas 
vivas durante mas de 100 anos, fue hasta 1993 que los investiga- 
dores vieron el movimiento de las particulas en el espacio entre 
las parejas perifericas y la membrana plasmatica circundante. 
Estudios posteriores revelaron un proceso conocido como trans- 
porte intraflagelar (IFT, del ingles intraflagellar transport), que 
se encarga de ensamblar y mantener estos organelos. El IFT de- 
pende del movimiento microtubular dirigido por la actividad de 
ambos extremos, mas y menos (fig. 9-33). La cinesina II mueve 
los complejos de materiales de construction a lo largo de proto- 

FIGURA 9-33 Transporte intraflagelar (IFT). Micrograffa electronica de un 
corte longitudinal de un flagelo de Chlamydomonas que muestra dos hile- 
ras de particulas (limitadas por puntas de flecha) situadas entre las pare¬ 
jas externas de microtubulos y la membrana plasmatica flagelar. Como se 
ilustra en el recuadro, se cree que cada hilera de particulas se vincula con 
el microtubulo de la pareja exterior mediante una proteina motora, ya sea 
dineina citoplasmica lb si se mueven hacia la base del flagelo o cinesina II 
si las particulas se mueven hacia la punta del flagelo. (Micrografia de 
Keith G. Kozminski, et al., J Cell Biol 131:1520,1995, cortesia de 
Joel L. Rosenbaum, mediante autorizacion de derechos reservados 
de la Rockefeller University Press.) 
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filamentos de las parejas perifericas hasta el sitio de ensamble en 
la punta del axonema en crecimiento. Las moleculas de cinesina 
II (y las protelnas axonemicas recicladas) se transportan de re- 
greso al cuerpo basal a lo largo de los mismos microtubulos fla- 
gelares mediante un mecanismo impulsado por la dineina. Las 
mutaciones en cualquiera de los diferentes genes participantes 
en el transporte flagelar pueden tener consecuencias muy diver- 
sas, entre ellas la enfermedad renal y la ceguera. 

Los brazos de dinelna La maquinaria para la locomotion 
ciliar y flagelar se encuentra dentro del axonema. Esto se ilustra 
en el experimento mostrado en la figura 9-34, en la que el axo¬ 
nema de la cola de un espermatozoide, carente de la membrana 
que lo cubre, aun es capaz de efectuar movimientos sostenidos 
y normales en presencia de Mg 2-1- y ATP agregados. A mayor 
concentration de ATP, mayor frecuencia de los movimientos de 
estos organelos “reactivados”. 

Ian Gibbons de la Harvard University aislo la proteina que 
se encarga de la conversion de la energia quimica del ATP en 
energia mecanica de locomotion ciliar en el decenio de 1960. 
Los experimentos de Gibbons brindan un ejemplo elegante de 
la relation entre la estructura y la funcion en los sistemas biolo- 
gicos, y los medios por los que la relation puede revelarse me¬ 
diante el analisis experimental. Gibbons utilizo varias soluciones 
capaces de disolver distintos componentes y realizo la diseccion 
quimica de los cilios del protozoario Tetrahymena (fig. 9-35). En 
el paso 1 se muestra el corte transversal de un cilio intacto. La 
diseccion comenzo con la solution de la membrana plasmatica 
en el detergente digitonina (paso 2). Los axonemas aislados de 
la fraction insoluble se sumergieron en una solution con EDTA, 
un compuesto que se une con iones divalentes y los retira (por 
quelacion). Cuando los axonemas tratados con EDTA se exami- 
naron bajo el microscopio electronico, los tubulos centrales no 
estaban, lo mismo que los brazos que sobresalen de los tubulos 
A (paso 3). De manera simultanea con la perdida de estas es- 
tructuras, los axonemas insolubles perdieron su capacidad para 
hidrolizar ATP, propiedad que el sobrenadante gano. La ATP- 
asa encontrada en el sobrenadante era una proteina enorme (de 
hasta dos millones de daltones) que Gibbons denomino dineina 



25 pm 


FIGURA 9-34 Espermatozoide de erizo marino reactivado con ATP 0.2 
mM despues de quitar la membrana con detergente Triton X-100. Esta 
micrografia de exposition multiple se obtuvo con cinco destellos de luz y 
muestra el flagelo reactivado en diferentes etapas de su movimiento. (Toma- 
da de Charles J. Brokaw yT. F. Simonick,J Cell Biol 75:650,1977; 

MEDIANTE AUTORIZACION DE DERECHOS RESERVADOS DE LA ROCKEFELLER 

University Press.) 


(de las palabras dyne, que significa “fuerza”, y proteina). Esta pro¬ 
teina ahora se conoce como dineina ciliar (o axonemica) para 
distinguirla de la dineina citoplasmica, una proteina relacionada 
que participa en el transporte de organelos y particulas. Cuando 
las partes insolubles del axonema se mezclaron con la protei¬ 
na soluble en presencia de Mg 2+ , gran parte de la actividad de 
la ATP-asa se vinculo de nuevo con el material insoluble en la 
mezcla (paso 4). El examen de la fraction insoluble mostro que 
los brazos habian reaparecido en los tubulos A de los axonemas. 
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FIGURA 9-35 Pasos en la diseccion quimica de los cilios del protozoario 
Tetrahymena. Los pasos numerados se describen en el texto. 
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Gibbons concluyo que los brazos vistos en las micrografias eran 
equivalentes a las moleculas de ATP-asa de dineina recuperadas 
en la solucion con EDTA, por lo que eran los brazos los que 
liberaban la energia necesaria para la locomotion. 

En investigaciones posteriores se observo que el tratamien- 
to de axonemas aislados de espermatozoides con solucion alta 
en sal (0.6 M NaCl) eliminaba en forma selectiva los brazos 
externos y dejaba los internos en su sitio (paso 5). Cuando se 
agregaba ATP a los axonemas que carecian de los brazos ex¬ 
ternos, estos se movian a la mitad de la velocidad del axonema 
intacto, aunque la onda era normal. 

La figura 9-36 a muestra una micrografia electronica de la 
molecula de dineina externa (dineina del brazo externo) del axo¬ 
nema de Tetrahymena. Esta molecula de dineina consiste en tres 
cadenas pesadas y varias cadenas intermedias yligeras. Como se 
describe en la pagina 340, cada cadena pesada de dineina esta 
formada por un pie largo, una cabeza con forma de rueda y un 
tallo. La figura 9-36£, r presenta micrografias electronicas de alta 
resolution de cadenas pesadas individuales de dineina de flage- 
los de Chlamydomonas preparados en dos condiciones distintas. 
Se cree que la diferencia en la conformation de las moleculas en 
estas dos micrografias (que se muestran en la figura 9-36 d) re- 
presenta el golpe de poder de la proteina motora dineina flage- 
lar. El cambio en la conformation que se ilustra en la figura 9-36 
sirve como fuerza basica de impulso para el movimiento ciliar o 
flagelar. Para comprender el mecanismo que permite este tipo de 
motilidad hay que reconsiderar la estructura del axonema. 

El mecanismo de locomotion ciliar y flagelar Como se 
explica mas adelante en este capitulo, la contraction muscular 
se debe al deslizamiento de los filamentos de actina sobre los 
filamentos adyacentes de miosina. La fuerza de deslizamien¬ 
to se genera en los puentes cruzados semejantes a trinquetes 
que se encuentran en la cabeza de la molecula de miosina. Con 
el sistema muscular como modelo se propuso que el movimiento 
ciliar podia explicarse por el deslizamiento de parejas de micro- 
tubulos adyacentes entre si. De acuerdo con esta idea, los brazos 
de dineina mostrados en la figura 9-36 actuan como puentes 
balanceantes que generan las fuerzas necesarias para el movi¬ 
miento ciliar o flagelar. La figura 9-37 presenta la secuencia de 
estos acontecimientos. 

En el axonema intacto, el tallo de cada molecula de dineina 
(con sus cadenas intermedias yligeras relacionadas) esta anclado 
con firmeza a la superficie del tubulo A, con las cabezas globu- 
lares y los pies proyectados hacia el tubulo B de la pareja vecina. 
En el paso 1 de la figura 9-37, los brazos de dineina anclados en 
el tubulo A de la pareja inferior se adhieren a los sitios de union 
del tubulo B de la pareja superior. En el paso 2, las moleculas de 
dineina experimentan un cambio en la conformation, o golpe 
de poder, que ocasiona el deslizamiento de la pareja inferior ha¬ 
cia el extremo basal de la pareja superior. Este cambio en la con¬ 
formation de la cadena pesada de dineina se muestra en la figura 
9-36 b a d. En el paso 3, los brazos de dineina se desprendieron 
del tubulo B de la pareja superior. En el paso 4, los brazos se 
unieron de nuevo a la pareja superior para iniciar un nuevo ciclo 
(paso 4). (La figura 18-18 presenta una micrografia electronica 
del corte transversal a traves del cilio con los brazos de dineina 
de una pareja unidos a la pareja adyacente.) 

El deslizamiento de un lado del axonema se alterna con 
el deslizamiento del otro lado, de manera que una parte del ci- 




3 1 

) 

(by (c)' 

FIGURA 9-36 Estructuray funcion de la dineina flagelar o ciliar. 

a ) Replica en platino de una molecula de dineina flagelar del bra¬ 
zo externo rotatorio sombreado preparada mediante congelamiento rapi- 
do y grabado profundo para micrografia electronica. Cada una de las tres 
cadenas pesadas forma una cabeza globular prominente con una extension 
(tallo) que funciona para unir el brazo de dineina con la pareja vecina. A la 
derecha se muestra un dibujo para su interpretation. b a d) Micrografias de 
alta resolution (y modelos interpretativos) de la cadena pesada de la dineina 
flagelar antes ( b ) y despues (c) de su golpe de poder. Se ve que giro el domi- 
nio motor, que consiste en varios modulos dispuestos en una rueda, lo que 
hizo que el extremo del tallo se moviera a la izquierda. La imagen que se 
muestra en d. es una composition de una molecula que ilustra la position 
del tallo antes y despues del movimiento de poder. Este golpe de poder 
ocasiona que el micro tubulo unido con el tallo se deslice 15 nm hacia la 
izquierda en relation con el motor. Las pruebas de motilidad in vitro sugie- 
ren la posibilidad de que la dineina sea capaz de “cambiar de velocidad” a 
fin de dar pasos mas cortos pero mas potentes al mover una carga de masa 
creciente. ( A , Cortesia de John E. Heuser y Ursula W. Goodenough; 

BaD , REPRODUCIDAS CON AUTORIZACION DE STAN A. BURGESS, ET AL., 

Nature 421:717, 2003; Derechos reservados 2003 por Macmillan 
Magazines Limited.) 
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FIGURA 9-37 Representacion esquematica de las fuerzas que impulsan la 
motilidad ciliar o flagelar. Los pasos se describen en el texto. En la figura 
previa se muestra una representacion real del movimiento de poder. 


lio o flagelo se flexiona primero en una direction y luego en 
la direction contraria (fig. 9-38). Para esto es necesario que, 
en un momento determinado, los brazos de dineina de un lado 
del axonema esten activos, en tanto que los del otro lado estan 
inactivos. Como resultado de esta diferencia en la actividad de 
la dineina, las parejas del lado interno del doblez (en las partes 
superior e inferior de la figura 9-38) se extienden mas alia que 
las del lado contrario del axonema. 

Se acumula evidencia constante en favor de la teorla de mi¬ 
crotubulo deslizante y de la funcion de los brazos de dineina. 
El deslizamiento del microtubulo en los axonemas flagelares en 
movimiento se observo ya en forma directa, como lo ilustran las 
fotograflas de la figura 9-39. En este experimento los axone¬ 
mas aislados se incubaron con cuentas diminutas de oro que se 
unieron a la superficie externa expuesta de las parejas perifericas. 
Las cuentas sirvieron como marcadores fijos de sitios especlficos 
en las parejas. Luego se vigilo la position relativa de las cuen¬ 
tas mientras los axonemas se estimularon para moverse con la 
adicion de ATP. Conforme los axonemas se doblaron a uno y 
otro lados, la distancia entre las cuentas de las distintas parejas 
aumento y disminuyo en forma alternada (fig. 9-39), como era 
de esperar si las parejas vecinas se deslizaban de ida y vuelva una 
sobre la otra. 



FIGURA 9-38 Mecanismo de microtubulo deslizante de la motilidad ciliar 
o flagelar. Diagrama esquematico del deslizamiento de microtubulos veci- 
nos uno sobre el otro. Cuando el cilio esta recto, todas las parejas externas 
terminan en el mismo nivel ( centro ). La flexion del cilio ocurre cuando las 
parejas del lado interno del doblez se deslizan sobre las del lado externo 
(arriba y abajo ). La fuerza encargada del deslizamiento de los microtubulos 
vecinos se mostro en las figuras previas. (Tomada de D. Voet yJ. G. Voet, 
Biochemistry, 2nd ed. Derechos reservados © 1995 John Wiley and 
Sons, Inc. Reimpresa con autorizacion de John Wiley &. Sons, Inc.) 


REVISION 


1. Describa tres funciones de los microtubulos. 

2. Contraste las funciones aparentes de la cinesina y la 
dineina citoplasmica en el transporte axonico. 

3. <;Que es un centro organizador de microtubulos 
(MTOC)? Describa la estructura de tres MTOC dife- 
rentes y como funciona cada uno de ellos. 

4. ^Que funcion desempena el GTP en el ensamble de los 
microtubulos? ^Que significa el termino “inestabilidad 
dinamica”? <;Que funcion cumple en la actividad celu- 
lar? 

5. Contraste los movimientos de un flagelo y un cilio. 
Describa el golpe de poder de una cadena pesada de la 
dineina. Describa el mecanismo por el que los cilios y 
los flagelos son capaces de efectuar sus movimientos de 
flexion. 
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FIGURA 9-39 Demostracion experimental del deslizamiento de microtu- 
bulos. A algunos espermatozoides de erizo marino se les quito la membrana, 
se reactivaron con ATP y se fotografiaron mediante la tecnica de exposition 
multiple, como en la figura 9-34. En este experimento se unieron cuentas 
de oro con los dobletes externos de microtubulos expuestos, donde sirvieron 
como marcadores para sitios especificos a lo largo de distintos dobletes. Las 


posiciones relativas de las cuentas se vigilaron conforme el flagelo se movia. 
Como se muestra aqui, las cuentas se alejaron y luego se aproximaron mien- 
tras el flagelo ondulaba, lo que indico que las parejas se deslizaban adelante 
y atras unas sobre otras. (Tomada de Charles J. Brokaw, J Cell Biol 
114, PORTADA DEL NUM. 6, 1991, MEDIANTE AUTORIZACION DE DERECHOS 
RESERVADOS DE LA ROCKEFELLER UNIVERSITY PRESS.) 


9.4 FILAMENTOS INTERMEDIOS _ 

El segundo de los tres elementos del citoesqueleto se 
observa en el microscopio electronico como filamentos solidos 
y ramificados con un diametro aproximado de 10 nm. Estos se 
llamaron filamentos intermedios (o IF). Hasta ahora los fila¬ 
mentos intermedios solo se identifican con certeza en las celulas 
animales. Los filamentos intermedios son fibras fuertes, similares 
a cuerdas, que proporcionan fuerza mecanica a las celulas que se 
someten a tension fisica, como las neuronas, las celulas muscula- 
res y las celulas epiteliales que recubren las cavidades del cuerpo. 
Los IF se esparcen por el citoplasma de una gran variedad de 
celulas animales y a menudo se conectan con otros tipos de fila¬ 
mentos del citoesqueleto por medio de puentes delgados y fra- 
giles (fig. 9-40). En muchas celulas los puentes consisten en una 
enorme proteina alargada llamada plectina que puede encontrarse 
en varias isoformas. Cada molecula de plectina tiene un sitio de 
union para un filamento intermedio en un extremo y, segun la 
isoforma, un sitio de union para otro filamento intermedio, un 
microfilamento o un microtubulo en el otro extremo. 

A diferencia de los microfilamentos y los microtubulos, los 
IF son un grupo quimicamente heterogeneo de estructuras que 
en los humanos se codifica en mas de 65 genes distintos. Las 
subunidades de polipeptidos de los IF pueden dividirse en seis 
clases principales con base en su distribution histica (cuadro 
9-2), ademas de criterios bioquimicos, geneticos e inmunologi- 
cos. La mayoria, si no todos, de estos polipeptidos tiene una dis¬ 
position similar de dominios que les permite formar filamentos 
semejantes. Lo mas notable es que todos los polipeptidos de los 
IF contienen un dominio helicoidal alfa central y cilindrico con 
longitud similar y secuencia homologa de aminoacidos. Este do¬ 
minio fibroso esta flanqueado a ambos lados por dominios glo- 
bulares de tamano y secuencia variables (paso 1, fig. 9-41). Dos 


de estos polipeptidos interactuan en forma espontanea cuando 
sus cilindros helicoidales alfa se envuelven uno alrededor del otro 
en un rizo para formar un dimero parecido a una cuerda de unos 



FIGURA 9-40 Los elementos del citoesqueleto se conectan entre si por 
medio de puentes de proteina. Micrografia electronica de la replica de una 
pequena portion del citoesqueleto de un fibroblasto despues de la elimi¬ 
nation selectiva de filamentos de actina. Los componentes individuales se 
colorearon con tecnica digital para ayudar a la visualization. Se observa que 
los filamentos intermedios (azul) estan conectados con los microtubulos 
(rojos) mediante puentes largos y delgados formados por la proteina fibrosa 
plectina (verde). La plectina se localiza mediante anticuerpos unidos con 
particulas de oro coloidal (amarillo). (Cortesia de Tatyana Svitkina y 
Gary Borisy.) 
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Cuadro 9-2 


Propiedades y distribucion de las principales protefnas de filamentos intermedios de los mamfferos 


Proteina IF 

Tipo de 
secuencia 

Masa molecular 
promedio (x 10~ 3 ) 

Numero estimado 
de polipeptidos 

Distribucion histica principal 

Queratina (acida) 

i 

40-64 

>25 

Epitelios 

Queratina (basica) 

ii 

53-67 

>25 

Epitelios 

V imentina 

m 

54 

1 

Celulas mesenquimatosas 

Desmina 

m 

53 

1 

Musculo 

Proteina fibrilar acida 

m 

50 

1 

Celulas gliales, astrocitos 

glial (GFAP) 

Periferina 

hi 

57 

1 

Neuronas perifericas 

Proteinas de neurofilamento 
NF-L 

IV 

62 

1 

Neuronas de nervios centrales y perifericos 

NF-M 

IV 

102 

1 


NF-H 

IV 

110 

1 


Nestina 

IV 

240 

1 

Hetereogeneas 

Proteinas de lamina 

Lamina A 

V 

70 

1 

Todos los tipos celulares 
(Envolturas nucleares) 

Lamina B 

V 

67 

1 


Lamina C 

V 

60 

1 



Fuente: adaptado de Kathryn Albers y Elaine Fuchs, Int. Rev. Cytol. 1992;134:244. 


45 nm de largo (paso 2). Como los dos polipeptidos se alinean 
paralelos entre si en la misma orientacion, el dimero tiene po- 
laridad, con un extremo definido por la terminacion C de los 
polipeptidos y el extremo contrario por sus terminaciones N. 


Ensamble y desensamble de filamentos 
intermedios 

Se cree que la unidad basica del ensamble de los IF es un tetra- 
mero formado por dos dimeros que se alinean lado a lado en 
forma intercalada con sus extremos N y C apuntando en direc- 
ciones contrarias (antiparalela), como se muestra en el paso 3 de 
la figura 9-41. Como los dimeros apuntan en sentido contrario, 
el tetramero completo carece de polaridad. Los tetrameros se 
relacionan entre si de dos maneras, lado a lado y extremo con 
extremo para formar intermediarios poco conocidos que forman 
el filamento final (paso 4). Puesto que los bloques tetramericos 
de construction carecen de polaridad, el filamento ensamblado 
tampoco la tiene, otra caracteristica que distingue a los IF 
de otros elementos del citoesqueleto. Lo mismo que las fibras de 
colagena de la matriz extracelular, que tambien se componen 
de unidades intercaladas, los IF son muy resistentes a las fuer- 
zas de tension (traction). 

Los filamentos intermedios tienden a ser menos sensibles 
a los agentes quimicos que otros tipos de elementos citoesque- 
leticos y mas dificiles de disolver. A causa de su insolubilidad, 
al principio se penso que los IF eran estructuras permanentes 
e inmutables, por lo que sorprendio encontrar que tienen un 
comportamiento dinamico in vivo. Cuando subunidades marca- 
das de queratina se inyectaron en cultivos de celulas cutaneas, se 
incorporaron con rapidez en los IF existentes. Algo que resulto 
sorprendente es que las subunidades no se incorporan en los ex¬ 
tremos del filamento, como podria esperarse por analogia con el 
ensamble de microtubulos y microfilamentos, sino que se inclu- 
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FIGURA 9-41 Modelo del ensamble y la arquitectura del filamento inter- 
medio. Cada monomero tiene un par de dominios globulares terminales 
separados por una larga region helicoidal alfa (paso 1). Los pares de mono- 
meros se organizan en orientacion paralela, con sus extremos alineados para 
formar dimeros (paso 2). Segun el tipo de filamento intermedio, los dimeros 
pueden formarse con monomeros identicos (homodimeros) o no identicos 
(heterodimeros). A su vez los dimeros se organizan en forma intercalada 
antiparalela para formar tetrameros (paso 3), que se consideran la subunidad 
basica en el ensamble de los filamentos intermedios. La organization de las 
subunidades tetramericas dentro del filamento se muestra en el paso 4. No 
se requiere ATP ni GTP para ninguno de estos pasos de ensamblaje. 
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FIGURA 9-42 Demostracion experimental del caracter dinamico de los fila- 
mentos intermedios. Estas fotograffas muestran los resultados de un expe- 
rimento en el que se aplico, mediante microinyeccion, queratina tipo I con 
biotina marcada a celulas epiteliales cultivadas, y se localizo 20 min despues 
con tecnica de inmunofluorescencia. La fotografia a muestra la localization 
de la queratina marcada con biotina inyectada (como lo revelan los anticuer- 
pos contra biotina) que se incorporo en los filamentos durante el periodo de 
20 min posterior a la inyeccion. La fotografia b muestra la distribucion de 
los filamentos intermedios en la celula, revelada por los anticuerpos contra 
queratina. El patron punteado de la fluorescencia en a indica que las sub- 
unidades inyectadas se incorporaron en los filamentos existentes en sitios a 
todo lo largo, no en sus extremos. (Comparese con el experimento similar 
con tubulina marcada que se muestra en la figura 9-26.) La barra repre- 
senta 10 pm. (Tomada de Rita K. Miller, Karen Vikstrom y Robert 
D. Goldman, J Cell Biol 113:848, 1991; mediante autorizacion de 

DERECHOS RESERVADOS DE LA ROCKEFELLER UNIVERSITY PRESS.) 


yen en el interior del filamento (fig. 9-42). A1 principio los fila¬ 
mentos se marcan en sitios dispersos en toda su extension, pero 
en alrededor de 1 h toda la red de filamentos intermedios esta 
marcada. Estos resultados sugieren que las celulas epidermicas 
contienen una reserva de subunidades de queratina que, como 
las subunidades de microtubulos y microfilamentos, estan en 
equilibrio dinamico con la forma polimerizada. Hallazgos simi- 
lares se obtuvieron con los IF de las neuronas. La fosforilacion y 
la desfosforilacion de las subunidades controlan el ensamble y el 


desensamble de casi todos los tipos de IF. Por ejemplo, la fosfo¬ 
rilacion de los filamentos de vimentina por la cinasa de proteina 
A ocasiona que los filamentos se desensamblen. 

Tipos y funciones de los filamentos intermedios 

Los filamentos de queratina constituyen las principales protei- 
nas estructurales de las celulas epiteliales (entre ellas celulas epi¬ 
dermicas, hepatocitos y celulas acinares pancreaticas). Los haces 
de IF de queratina forman una red elaborada similar a una j aula 
alrededor del nucleo y que se dispersa por el citoplasma (figura 
9-43 y parte inferior de la figura 9-45). Muchos de estos fila¬ 
mentos terminan en las placas citoplasmicas de los desmosomas 
y los hemidesmosomas que unen estas celulas con otras y con la 
membrana basal subyacente (pags. 262 y 254). 

El citoplasma de las neuronas contiene haces flojos de fila¬ 
mentos intermedios cuyo eje longitudinal se orienta en paralelo 
con el del axon de la celula nerviosa (vease fig. 9-13 b). Estos 
IF, o neurofilamentos, como se les conoce, estan formados por 
tres proteinas distintas: NF-L, NF-H y NF-M, todas del tipo 
del grupo IV del cuadro 9-2. A diferencia de los polipeptidos 
de otros filamentos intermedios, NF-H y NF-M tienen brazos 
laterales que se proyectan fuera del neurofilamento. Se piensa 
que estos brazos laterales mantienen el espacio apropiado entre 
los neurofilamentos paralelos del axon (vease fig. 9-13 b). En las 
etapas iniciales de diferenciacion, cuando el axon crece hacia una 
celula bianco, contiene muy pocos neurofilamentos pero grandes 
cantidades de microtubulos de soporte. Una vez que la celula 
nerviosa se extendio por completo, se llena con neurofilamentos 
que le brindan soporte mientras el diametro del axon crece en 
forma notable. La agregacion de NF se observa en varios tras- 
tornos neurodegenerativos del ser humano, como ALS y enfer- 
medad de Parkinson. Estos agregados de NF pueden bloquear 
el transporte axonico, lo que ocasiona la muerte de las neuronas 
afectadas. 

Los esfuerzos recientes para explorar la funcion de los IF 
se basan en ratones modificados por ingenieria genetica que 
producen un polipeptido particular de IF (una eliminacion ge- 
nica, pagina 332) o un polipeptido IF alterado. Tales estudios 
revelaron la importancia de los filamentos intermedios en tipos 



FIGURA 9-43 Distribucion de filamentos intermedios con queratina en 
celulas de piel cultivadas (queratinocitos). Puede verse que los filamen¬ 
tos forman una red similar a una jaula alrededor del nucleo y tambien se 
extienden a la periferia de la celula. (Tomada de Pierre A. Coulombe y 
M. Bishr Omary, Curr Opin Cell Biol 14:111,2002.) 
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particulares de celulas. Por ejemplo, los ratones con delecio- 
nes en el gen que codifican para K14, un tipo de polipeptido 
de queratina que suele sintetizarse en celulas de la capa basal de 
la epidermis, tienen problemas graves de salud. Estos ratones 
son tan sensibles a la presion mecanica que aun un traumatismo 
leve, como el que ocurre durante el paso por el canal del parto o 
durante el amamantamiento del recien nacido, puede causar la 
formation de vesiculas graves en la piel o la lengua. Este feno- 
tipo se parece mucho a una rara enfermedad ampollar de la piel 
en los humanos, la epidermolisis ampollar simple ( EBS , del ingles 
epidermolysis bullosa simplex)? El analisis posterior de pacien- 
tes con esta enfermedad mostro que tienen mutaciones en el 
gen que codifica el polipeptido homologo K14 (o el polipeptido 
K5, que forma dimeros con K14). Estos estudios confirman la 
participation de los IF en la imparticion de fuerza mecanica a 
las celulas de las capas epiteliales. Del mismo modo los rato¬ 
nes con eliminaciones genicas que no producen el polipeptido 
desmina muestran alteraciones graves en el musculo esqueletico 
y cardiaco. La desmina desempena una funcion estructural cla¬ 
ve para mantener la alineacion de las miofibrillas de una celula 
muscular y la ausencia de estos IF torna muy fragiles las celulas. 
Una enfermedad humana hereditaria, la miopatla relacionada con 
desmina, se debe a mutaciones en el gen que codifica esta pro- 
teina. Las personas con este trastorno sufren debilidad muscular 
esqueletica, arritmias cardiacas y por ultimo insuficiencia car- 
diaca congestiva. No todos los polipeptidos de los IF cumplen 
funciones tan esenciales. Por ejemplo, los ratones que carecen 
del gen para la vimentina, que se expresa en los fibroblastos, los 
macrofagos y los leucocitos, no presentan alteraciones evidentes, 
aunque las celulas afectadas carecen de IF citoplasmicos. Con 
base en estos estudios resulta evidente que los IF tienen fun¬ 
ciones especificas segun el tejido, que son mas importantes en 
algunas celulas que en otras. 


REVISION 


1. Mencione algunos ejemplos que refuercen la idea de que 
los filamentos intermedios son importantes en particu¬ 
lar en algunas funciones histicas especificas, mas que en 
actividades basicas que todas las celulas realizan. 

2. Mencione las similitudes y las diferencias entre el ensam- 
ble de microtubulos y el de filamentos intermedios. 


9.5 MICROFILAMENTOS _ 

Las celulas poseen una notable capacidad para moverse. 
Las celulas de la cresta neural de un embrion vertebrado salen 
del sistema nervioso en desarrollo y migran por todo lo an- 
cho del embrion para formar productos tan diversos como las 
celulas pigmentarias de la piel, los dientes y el cartilago de las 
mandibulas (vease fig. 7-11). Legiones de leucocitos patrullan 
los tejidos del cuerpo en busca de detritos y microorganismos. 
Ciertas partes de las celulas tambien pueden moverse; las am- 


3 Como se menciono en el capitulo 7, algunos tipos similares de enfermedades 
ampollares pueden deberse a defectos en las proteinas del hemidesmosoma, que une 
la capa basal de la epidermis con la membrana basal. 


plias proyecciones de las celulas epiteliales en el borde de una 
herida actuan como dispositivos moviles que tiran de la hoja 
de celulas para cubrir el area danada y sellar la herida. De igual 
manera el borde lider de un axon en crecimiento emite procesos 
microscopicos que exploran el sustrato y guian la celula hacia su 
bianco sinaptico. La totalidad de estos ejemplos de motilidad 
comparte por lo menos un componente: todos dependen de la 
presencia de microfilamentos, el tercer tipo de elemento princi¬ 
pal del citoesqueleto. Los microfilamentos tambien participan 
en los procesos de motilidad celular, como el movimiento de ve¬ 
siculas, la fagocitosis y la citocinesis. De hecho se cree que las ce¬ 
lulas vegetales dependen sobre todo de los microfilamentos, no 
de los microtubulos, para transportar a larga distancia vesiculas 
citoplasmicas y organelos. Esta tendencia hacia la motilidad ba- 
sada en microfilamentos refleja la distribution muy limitada de 
los microtubulos en muchas celulas vegetales (vease fig. 9-12). 

Los microfilamentos miden alrededor de 8 nm de diametro 
y se componen de subunidades globulares de la proteina actina. 
En presencia de ATP, los mondmeros de actina se polimerizan 
para formar un filamento helicoidal flexible. Como resultado 
de esta organization en subunidades (fig. 9-44«), un filamen- 
to de actina es en esencia una estructura con dos hendiduras 
helicoidales que recorren toda su longitud (fig. 9-44b). Los ter- 
minos “filamento de actina”, “actina-F” y “microfilamento” son 
sinonimos para este tipo de filamento. Como cada subunidad de 
actina tiene polaridad y todas las subunidades de un filamento 
de actina se orientan en la misma direction, todo el microfila¬ 
mento tiene polaridad. Segun el tipo de celula y la actividad en 
la que participa, los filamentos de actina pueden organizarse 
en conjuntos muy ordenados, en redes laxas y poco definidas 
o en haces anclados con firmeza. 

Es posible identificar con seguridad los filamentos de acti¬ 
na en una celula determinada con una prueba citoquimica que 
aproveche el hecho de que los filamentos de actina interactuan 
en forma muy espetifica con la proteina miosina, sin importar 
el sitio de origen de la actina. Para facilitar la interaction, la 
miosina purificada (obtenida de tejido muscular) se divide en 
fragmentos mediante la action de una enzima proteolitica. Uno 
de estos fragmentos, llamado SI (vease fig. 9-49), se une con las 
moleculas de actina a todo lo largo del microfilamento. Ademas 
de identificar los filamentos como actina, los fragmentos uni- 
dos de Si revelan la polaridad del filamento. Cuando los frag¬ 
mentos SI se unen, un extremo del microfilamento se ve afilado 
como la punta de una flecha, mientras que el otro se observa bar- 
bado. La figura 9-45 presenta un ejemplo de esta “decoration” en 
punta de flecha en las microvellosidades de las celulas epiteliales 
intestinales. La orientation de las puntas de flecha formadas por 
el complejo Sl-actina brinda information respecto a la direc¬ 
tion en la que es probable que los microfilamentos se muevan 
por medio de una proteina motora miosina. La actina tambien 
puede localizarse con el microscopio optico si se utiliza faloidina 
con marca fluorescente (fig. 9-74«), que se une con los filamen- 
tos de actina o con anticuerpos fluorescentes contra actina. 

La actina se identified hace mas de 50 anos como una de 
las principales proteinas contractiles de las celulas musculares. 
Desde entonces, la actina se reconocio como la principal pro¬ 
teina en todos los tipos de celulas eucariotas examinadas. Las 
especies vegetales superiores y animales tienen varios genes co- 
dificadores de actina cuyos productos codificados se especiali- 
zan en distintos tipos de procesos motrices. Las actinas se han 
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(a) (b) 100 nm 

FIGURA 9-44 Estructura de un filamento de actina. a) Modelo de un fila- 
mento de actina. Las subunidades de actina se representan en tres colores 
para distinguir con mas facilidad las subunidades consecutivas. Los subdo- 
minios en una de las subunidades de actina se marcaron como 1,2,3 y 4, y 
la hendidura para union de ATP es evidente en cada unidad. Los filamen- 
tos de actina tienen polaridad, que se evidencia por un extremo mas y uno 
menos. La hendidura de union con actina (en la subunidad roja superior) 
se encuentra en el extremo menos del filamento. b ) Micrografia electroni- 
ca de una replica de un filamento de actina que muestra su arquitectura 
helicoidal doble. (A , tomada de Michael F. Schmid et al. Cortesia 
de Wah Chiu, J Cell Biol 124:346,1994; mediante autorizacion de 

DERECHOS RESERVADOS DE LA ROCKEFELLER UNIVERSITY PRESS; B, TOMA¬ 
DA de Robert H. Dupue, Jr. y Robert V. Rice, J Mol Biol 12:302,1965. 

DeRECHOS RESERVADOS 1965, CON AUTORIZACION DEL EDITOR, ACADEMIC 
Press y Elsevier Science.) 


conservado en forma notable a lo largo de la evolucion de los 
eucariotas. Por ejemplo, las secuencias de aminoacidos de las 
moleculas de actina de una levadura y de una celula muscular 
esqueletica de conejo son identicas en 88%. De hecho las mole¬ 
culas de actina de distintas fuentes pueden polimerizarse juntas 
para formar filamentos hibridos. 

Ensamble y desensamble de microfilamentos 

Antes de incorporarse en un microfilamento, un monomero de 
actina se une con una molecula de ATP. La actina es una ATP- 



200 nm 


FIGURA 9-45 Determination de la localization y la polaridad de los fila¬ 
mentos de actina mediante el uso de la subunidad Si de miosina. Micro¬ 
grafia electronica de una replica que muestra los haces de microfilamentos 
en el centro de las microvellosidades de una celula epitelial intestinal. La 
celula se fijo, se trato con fragmentos SI de miosina, se congelo, fracturo y 
grabo para exponer los componentes de los filamentos del citoplasma. Los 
filamentos intermedios (IF) de la parte inferior de la micrografia no contie- 
nen actina, por lo que no se unen con los fragmentos SI de miosina. Estos 
filamentos intermedios se originan en los desmosomas de las superficies late¬ 
rals de la celula. (Tomada de N. Hirokawa, L. G. Tilney, K. Fujiwara 
y J. E. Heuser, J Cell Biol 94:430, 1982; mediante autorizacion de 

DERECHOS RESERVADOS DE LA ROCKEFELLER UNIVERSITY PRESS.) 


asa, tal como la tubulina es una GTP-asa, y la funcion del ATP 
en el ensamble de la actina es similar al del GTP en el armado 
de un microtubulo (pag. 346). El ATP unido con un monome¬ 
ro de actina se hidroliza en ADP en algun momento despues de 
su incorporation en el filamento de actina en crecimiento. Por 
tanto la mayor parte del filamento de actina consiste en subuni¬ 
dades ADP-actina. 

La polimerizacion de la actina es facil de demostrar in vi¬ 
tro en soluciones que contienen monomeros de ATP-actina. 
Como en el caso de los microtubulos, la etapa initial en la for¬ 
mation de filamentos (o sea, la nudeacion) es lenta, en tanto que 
la etapa posterior de elongation del mismo es mucho mas rapida. 
La etapa de nucleacion de la formation de un filamento puede 
evitarse si se incluyen filamentos de actina ya formados en la 
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mezcla de reaccion. Cuando los filamentos de actina ya forma- 
dos se incuban con una concentration elevada de monomeros 
ATP-actina, ambos extremos del microfilamento adquieren la 
marca, pero uno tiene mayor afinidad por los monomeros y los 
incorpora con una velocidad cinco a 10 veces mayor que el otro 
extremo. La decoration con el fragmento SI de miosina revela 
que el extremo barbado (o mas) del microfilamento es el que 
crece con mayor rapidez, mientras que el extremo afilado (o me- 
nos) es la punta de crecimiento lento (fig. 9-46 a). 

La figura 9-46$ ilustra como los fenomenos que ocurren 
durante el ensamble y el desensamble de actina in vitro depen- 
den de la concentration de monomeros de actina. Supongase 
que se comienza con la adicion de filamentos preformados de 
actina (semillas) a una solution de actina en presencia de ATP 
(paso 1). En tanto la concentration de monomeros ATP-actina 
permanezca alta, continuara la adicion de subunidades en am¬ 
bos extremos del filamento (fig. 9-46$, paso 2). Conforme los 
monomeros en la mezcla de reaccion se consumen mediante la 
adicion a los extremos de los filamentos, la concentration de 
los monomeros ATP-actina fibres continua en descenso hasta 
llegar a un punto en que la adicion de monomeros continua 
en el extremo mas, que tiene mayor afinidad por ATP-actina, 
pero cesa en el extremo menos, cuya afinidad por ATP-acti¬ 
na es menor (paso 3). La concentration de monomeros fibres 
cae aun mas conforme la elongation del filamento continua. En 
este momento aun se agregan monomeros en el extremo mas de 
los filamentos, pero hay una perdida neta de subunidades en el 
extremo menos. Cuando la concentration de monomeros dis- 
minuye mas, se alcanza un punto en el que las dos reacciones en 
los extremos opuestos de los filamentos se equilibran, de manera 
que la concentration de monomeros fibres permanece constante 
(paso 4). Este tipo de equilibrio entre dos actividades contra- 
rias es un ejemplo de estado estable (pag. 93) y ocurre cuando 
la concentration de ATP-actina es cercana a 0.1 pM. Como 
en el estado estable las subunidades que se agregan a los extre¬ 
mos mas se retiran de los extremos menos de cada filamento, las 
subunidades individuales en realidad se mueven a lo largo de 
cada filamento, un proceso que se conoce como “efecto de noria” 
(pasos 4 y 5). Los estudios en celulas vivas que contienen sub¬ 
unidades de actina con marca fluorescente apoyan la ocurrencia 
del efecto de noria in vivo (vease fig. 9-54r). 

Las celulas mantienen un equilibrio dinamico entre las for¬ 
mas monomericas y polimericas de la actina, tal como lo hacen 
con los microtubulos. Como se explica en la pagina 375, la velo¬ 
cidad de ensamble y desensamble de los filamentos de actina en 
la celula depende de varias proteinas “accesorias” diferentes. Los 
cambios en las condiciones locales en una region particular de la 
celula pueden desviar el equilibrio hacia el ensamble o el desen¬ 
samble de los microfilamentos. Con el control de este equilibrio, 
la celula puede reorganizar su citoesqueleto de microfilamen¬ 
tos. Tal reorganization es necesaria para los procesos dinamicos 
como la locomotion celular, los cambios en la forma celular y la 
citocinesis. Estas actividades se revisan en las paginas siguientes. 

Como se menciono, los filamentos de actina participan en 
casi todos los procesos motrices de la celula. La participation de 
estos filamentos es facil de demostrar si las celulas se tratan con 
alguno de los farmacos siguientes que interrumpen las activida¬ 
des basadas en la dinamica de los microfilamentos: citocalasina, 
obtenida de un moho y que se une con los extremos mas de 
los filamentos de actina, lo que permite la despolimerizacion en 
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FIGURA 9-46 Ensamble de actina in vitro, a) Micrograffa electronica de un 
filamento corto de actina que se marco con miosina Sly luego se uso para 
formar el nucleo en la polimerizacion de la actina. La adicion de subunida¬ 
des de actina ocurre con mucha mayor rapidez en el extremo barbado (mas) 
que en el extremo afilado (menos) del filamento preexistente. b ) Esquema 
de la cinetica del ensamble de un filamento de actina in vitro. Todas las 
subunidades naranja son parte de la semilla original, las subunidades rojas 
estaban presentes en solution al principio de la incubation. Los pasos se 
describen en el texto. Una vez que la concentration del estado estable de 
monomeros se alcanza, las subunidades se agregan al extremo mas con la 
misma velocidad que se liberan del extremo menos. Como resultado las 
subunidades se mueven como una rueda de noria por el filamento in vitro. 
Nota: no se intento distinguir las subunidades con un ATP de las que se 
unen con ADP. ( A> cortesi'a de M. S. Runge yT. D. Pollard.) 
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10 jim 


FIGURA 9-47 Efecto de la citocalasina en las estructuras que contienen 
filamentos de actina. Un par de celulas mesenquimatosas con procesos fila- 
mentosos finos (filopodos) despues de 30 seg a y de 5 min b de exposition a 
citocalasina D. El farmaco ocasiona la disolucion de los procesos celulares, 
que se componen sobre todo de filamentos de actina. (Tomada de Gerald 
Karp y Michael Solursh, Dev Biol 112:281,1985.) 


el extremo menos; faloidina, obtenida de un hongo venenoso y 
que se une con los filamentos intactos de actina para impedir 
su recambio, y la trunculina, obtenida de una esponja y que se 
une con los monomeros fibres para bloquear su incorporation 
en el polimero. Los procesos mediados por microfilamentos se 
detienen pronto cuando alguno de estos compuestos ingresa a 
la celula. La figura 9-47 muestra el efecto de la citocalasina D 
en los procesos motrices muy finos (filopodos) de las celulas de 
erizo marino. 

Miosina: el motor molecular 
de los filamentos de actina 

Ya se examinaron la estructura y las acciones de los motores 
moleculares cinesina y dineina, que operan en sentidos opues- 
tos sobre rieles de microtubulos. Hasta ahora todos los moto¬ 
res conocidos que funcionan con los filamentos de actina son 
miembros de la superfamilia de la miosina. Las miosinas (con la 
notable exception de la miosina VI, que se analiza mas adelante) 
se mueven hacia el extremo mas de un filamento de actina. 

La miosina se aislo por primera vez del tejido muscular 
esqueletico de los mamiferos y luego de una gran variedad de 
celulas eucariotas, inclusive protistas, plantas, celulas extramus- 
culares de animales y tejidos musculares cardiaco y liso de los 
vertebrados. Todas las miosinas comparten un dominio motor 
caracteristico (cabeza). La cabeza contiene un sitio que se une 
con un filamento de actina y uno que se une con el ATP y lo 
hidroliza para impulsar el motor de miosina. Aunque los domi- 
nios de cabeza de varias miosinas son similares, los dominios de 
la cola son muy diversos. Las miosinas tambien contienen varias 
cadenas de bajo peso molecular (ligeras). Las miosinas suelen 
dividirse en dos grandes grupos, las miosinas convencionales (o 
tipo II) que se identificaron por primera vez en el tejido muscu¬ 
lar, y las miosinas no convencionales. Las miosinas no conven¬ 
cionales se dividen con base en la secuencia de aminoacidos por 
lo menos en 17 tipos distintos (tipos I y III a XVIII). Algunas de 
estas clases se expresan de manera nativa en los eucariotas, mien- 
tras que otras son fimitadas. Por ejemplo, la miosina X solo se 
encuentra en vertebrados y las miosinas VIII y XI solo estan 
presentes en plantas. Los bumanos tienen cerca de 40 miosinas 


distintas de por lo menos 11 clases, y se supone que cada una 
tiene una o mas funciones especializadas. Las mas conocidas de 
las diversas miosinas son las de tipo II. 

Miosinas convencionales (tipo II) Las proteinas de clase 
miosina II son los principales motores para contraction mus¬ 
cular y tambien se encuentran en diversas celulas extramuscu- 
lares. Entre sus actividades extramusculares, las miosinas tipo II 
son necesarias para dividir una celula en dos durante la division 
celular, para generar tension en las adhesiones focales, y para 
cambiar el comportamiento de los conos de crecimiento (vease 
fig. 9-76). En la figura 9-48 se muestra el efecto de inhibir la ac- 
tividad de la miosina II en un cono de crecimiento que avanza. 



(b) 


FIGURA 9-48 Demostracion experimental de una funcion de la miosina 
II en el movimiento direccional de conos de crecimiento. a) Microgra- 
ffa de fluorescencia que muestra prolongaciones finas (neuritas) que cre- 
cen a partir de un fragmento microscopico de tejido nervioso embrionario 
de raton. Las neuritas (tenidas de verde) crecen desde un cubreobjetos de 
vidrio cubierto con tiras de laminina (tenidas de rojo). La laminina es un 
componente comun de la matriz extracelular (pag. 247). La punta de cada 
prolongation nerviosa contiene un cono de crecimiento movil. Cuando los 
conos de crecimiento llegan al borde de la tira de laminina (indicado por 
la lfnea con puntas de flecha), se vuelven abruptamente y siguen creciendo 
sobre la superficie cubierta de laminina. La barra representa 500 Jim. b ) El 
tejido para esta micrograffa se obtuvo de un embrion de raton que carecfa 
de miosina IIB. Los conos de crecimiento ya no viran al llegar al borde de la 
superficie cubierta de laminina, lo cual hace que las neuritas crezcan incluso 
en la superficie desprovista de laminina (negro). (Reimpresa con autori- 
zacion de Stephen G.Turney y Paul C. Bridgman, Nature Neurosci. 
8:717,2005; Copyright 2005, Macmillan Magazines Ltd.) 











364 Capitulo 9 EL CITOESQUELETO Y LA MOTILIDAD CELULAR 



FIGURA 9-49 Estructura de una mole- 
cula de miosina II. a) Micrograffa 
electronica de moleculas de miosina 
con tincion negativa. Se observan con 
claridad las dos cabezas y la cola de 
cada molecula. b) Dibujo muy esque- 
matico de una molecula de miosina II 
(masa molecular de 520 000 daltones). 
La molecula consiste en un par de 
cadenas pesadas (azul) y dos pares 
de cadenas ligeras, que se nombran 
como se indica. El par de cadenas pesa¬ 
das se compone de una cola cilmdrica 
en la que porciones de las dos cadenas 
polipeptfdicas se envuelven una sobre 
la otra para formar un rizo helicoidal y 
un par de cabezas globulares. Cuando 
se trata con una proteasa bajo condi- 
ciones ligeras, la molecula se divide al 
nivel de la union entre el cuello y la cola, 
con lo que el fragmento SI se genera. 
( A , TOMADA DE S. A. BURGESS, M. L. 
Walker, H. D. White y J. Trinick, J 
Cell Biol 139:676, 1997; mediante 

AUTORIZACION DE DERECHOS RESERVA- 

dos de la Rockefeller University 
Press.) 


La figura 9-49 a muestra una micrografia electronica de un 
par de moleculas de miosina II. Cada molecula esta formada por 
seis cadenas polipeptidicas (un par de cadenas pesadas y dos pa¬ 
res de cadenas ligeras) que se organizan de tal forma que produ- 
cen una proteina muy asimetrica (fig. 9-49«). El examen de la 
molecula de la figura 9-49$ muestra que consiste en: 1) un par 
de cabezas globulares que contienen el sitio catalitico de la mo¬ 
lecula; 2) un par de cuellos, cada uno formado por una sola heli- 
ce alfa continua y dos cadenas ligeras unidas, y 3) una sola cola 
cilmdrica formada por secciones helicoidales a largas de las dos 
cadenas pesadas. 


Actina Miosina 



FIGURA 9-50 Prueba de motilidad in vitro para la miosina. a ) Dibujo 
esquematico en el que las cabezas de miosina estan unidas al cubreobjetos 
cubierto con silicon, que luego se incuba con una preparacion de filamentos 
de actina. b) Resultados del experimento mostrado en a. Se tomaron dos 
imagenes de video con 1.5 seg de diferencia y se fotografiaron como una 
doble exposition en el mismo cuadro de pelfcula. Las line as punteadas con 
puntas de flecha muestran el movimiento deslizante de los filamentos de 
actina sobre las cabezas de miosina durante el breve periodo entre las expo- 
siciones. (Tomada de T. Yanagida, Adv Biophysics 26:82,1990.) 


Las cabezas de miosina aisladas (fragmentos SI de la figura 
9-49$) que se inmovilizaron en la superficie de un cubreobjetos 
de vidrio son capaces de deslizar los filamentos de actina unidos 
en una prueba in vitro como la que se muestra en la figura 9-50. 
Por tanto toda la maquinaria necesaria para la actividad motriz 



(b) 
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Filamento bipolar 


(a) 

FIGURA 9-51 Estructura de un filamento bipolar de 
miosina II. a) Diagrama esquematico de la disposition 
intercalada de las moleculas individuales de miosina en 
un filamento de miosina II. b ) Micrograffa electronica 
de un filamento bipolar de miosina formado in vitro. 
Las cabezas del filamento que se ven en ambos extremos 
dejan una seccion lisa en el centro del filamento. ( B , cor- 
tesi'a de Hugh Huxley.) 





FIGURA 9-52 Miosina V, una miosina no convencional de dos cabezas que 
participa en el transporte de organelos. a) Esta serie de micrograffas elec- 
tronicas con tincion negativa muestra moleculas individuales de miosina V 
que se atraparon en distintas etapas de su ciclo mecanico mientras cada una 
de ellas “camina” por el filamento de actina. La flecha circular muestra la 
secuencia de una molecula que podrfa moverse de izquierda a derecha junto 
con el filamento de actina hacia su extremo barbado (mas). La micrograffa 
de la parte central inferior muestra una etapa del ciclo en la que ambas 


esta contenida en una sola cabeza. El mecanismo de action de la 
cabeza de miosina y la participation clave del cuello se explican 
en la pagina 371. La portion fibrosa de la cola de una molecula 
de miosina II tiene una funcion estructural, que permite que la 
proteina forme filamentos. Las moleculas de miosina II se en- 
samblan de tal modo que los extremos de las colas apuntan hacia 
el centro del filamento y las cabezas globulares senalan al lado 
contrario del centro (figs. 9-51 y 9-57). Como resultado el fila¬ 
mento se describe como bipolar, lo que indica una inversion de 
la polaridad en el centro del filamento. Puesto que son bipolares, 
las cabezas de miosina en los extremos opuestos de un ffiamen- 
to de miosina tienen la capacidad de tirar de los filamentos de 
actina para aproximarlos, como ocurre en una celula muscular. 
Como se describe en la siguiente seccion, los filamentos de mio¬ 
sina II que se ensamblan en las celulas musculares esqueleticas 
son componentes muy estables del aparato contractil. Sin em¬ 
bargo, los filamentos de miosina II mas pequenos que se forman 
en la mayoria de las celulas extramusculares a menudo muestran 
una construction transitoria, se ensamblan cuando y donde se 
necesitan para desarmarse despues de actuar. 

Miosinas no convencionales En 1973, Thomas Pollard y 
Edward Korn de los National Institutes of Health describieron 
una proteina unica similar a la miosina que extrajeron del pro¬ 
tista Acanthamoeba. A diferencia de la miosina muscular, esta 
miosina no convencional mas pequena era incapaz de ensamblar 
filamentos in vitro. La proteina recibio el nombre de miosina I, 
y su localization en las microvellosidades se muestra en la figura 
9-66. A pesar de un estudio considerable, la funcion exacta de la 
miosina I en las actividades celulares aun se desconoce. 

Los pasos dados por otro tipo de miosina no convencional, 
la miosina V, se revelaron en una serie de micrografias elec- 
tronicas que capturan la molecula en varias etapas de su ciclo 
mecanico (fig. 9-52 a). La miosina V tiene dos cabezas que se 



cabezas estan unidas al filamento de actina con un espacio aproximado de 
36 nm, lo que equivale a la repetition helicoidal del filamento. b ) Dibu- 
jo esquematico de una molecula de miosina en la etapa equivalente a la 
micrograffa central inferior de la parte a. Rab27a y una melanofilina sirven 
como adaptadores que unen la cola globular del motor a la membrana de 
la vesfcula. ( A , tomada de Matthew L. Walker et al. Cortesia de 
Peter J. Knight. Reimpresa con autorizacion de Nature 405:804, 
2000. Derechos reservados 2000; Macmillan Magazines Limited.) 
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mueven de manera progresiva a lo largo de los filamentos de ac- 
tina. Se cree que esta caracteristica progresiva se debe a la gran 
afinidad de las cabezas de miosina por el filamento de actina, 
lo que asegura que cada cabeza permanezca unida al filamento 
hasta que la segunda cabeza se una de nuevo (como se mues- 
tra en la fotografia inferior de la figura 9-52). La miosina V 
tambien es notable por su cuello, que con sus 23 nm de largo 
mide tres veces mas que el de la miosina II. Gracias a su cuello 
largo, la miosina V puede dar pasos muy grandes. Esto es muy 
importante para una proteina motora que se mueve en forma 
progresiva sobre un filamento de actina formado por cadenas 
de subunidades helicoidales. La helice de actina se repite cada 13 
subunidades (36 nm), justo el tamano del paso de una molecu- 
la de miosina V (fig. 9-52 b). Estos y otros estudios posteriores 
respecto al movimiento de moleculas individuales de miosi¬ 
na V sugieren que este motor camina a lo largo del filamento 
de actina con un modelo de “mano sobre mano”, similar al que 
se muestra en la figura 9-15 b para la cinesina. Para realizar 
este tipo de movimiento cada cabeza de miosina debe balan- 
cearse una distancia de 72 nm, dos veces la distancia que hay 
entre dos sitios de union sucesivos en el filamento de actina 
(fig. 9-52 b). Como resultado de estos pasos gigantes, la miosina 
V puede caminar con esta repetition en linea recta aunque el 
“camino” subyacente gire 360° en espiral bajo sus “pies”. 

Varias miosinas no convencionales (entre ellas las miosinas 
I, V y VI) se relacionan con diversos tipos de vesiculas citoplas- 
micas y organelos. Algunas vesiculas contienen motores basados 
en microtubulos (cinesinas o dineina citoplasmica, o ambas) y 
motores basados en microfilamentos (miosinas no convenciona- 
les); de hecho los dos tipos de motores pueden vincularse fisica- 
mente entre si. El movimiento de las vesiculas y otros portado- 
res membranosos a largas distancias dentro de celulas animales 
ocurre sobre los microtubulos, como se describio antes. Sin em¬ 
bargo, una vez que se aproximan al extremo del microtubulo, se 
cree que estas vesiculas membranosas a menudo se cambian a los 
rieles de microfilamentos para efectuar el movimiento local en la 
periferia celular rica en actina (fig. 9-53). 

La cooperation entre microtubulos y microfilamentos esta 
mejor estudiada en las celulas pigmentarias (fig. 9-53). En los 
mamiferos, los granulos de pigmento (melanosomas) se trans- 
portan hacia procesos perifericos finos de la celula pigmenta- 
ria mediante una de las isoformas de la miosina V llamada Va. 
Luego los melanosomas se transfieren a los foliculos pilosos 
donde se incorporan en un pelo en desarrollo. Los ratones que 
carecen de actividad de miosina Va son incapaces de transferir 
melanosomas a los foliculos pilosos, lo que determina que su pe- 
laje tenga un color mucho mas claro. Los seres humanos que no 
poseen un gen normal que codifica la miosina Va sufren un raro 
trastorno denominado sindrome de Griscelli; estas personas tie- 
nen albinismo partial (falta de coloration en la piel) y sufren 
otros sintomas que se consideran relacionados con los defectos 
en el transporte de vesiculas. En el ano 2000 se descubrio que 
un subgrupo de pacientes con sindrome de Griscelli tenia un 
gen normal para miosina Va, pero carecian de un gen funcio- 
nal que codificara una proteina periferica de membrana llamada 
Rab27a. La familia Rab de proteinas se estudio en la pagina 304 
como moleculas que fijan las vesiculas con las membranas bian¬ 
co. Ahora parece que las proteinas Rab tambien participan en la 
union de los motores de miosina (y cinesina) con las superficies 
de membrana (fig. 9-52 b). 



FIGURA 9-53 Las funciones contrastantes de los motores con base en el 
microtubulo y el micro filamento en el transporte de organelos. Se cree 
que la mayor parte del transporte de organelos esta mediada por miembros 
de las familias de la cinesina y la dineina, que trasladan su cargamento a 
distancias hasta cierto punto grandes. Al parecer algunas vesiculas tambien 
llevan motores de miosina, como la miosina Va, que transporta su car¬ 
gamento sobre microfilamentos, entre ellos los que se encuentran en las 
regiones perifericas (cortical) de la celula. Los dos tipos de motores pueden 
actuar en forma cooperativa como se ilustra aqui en el caso de una celula 
pigmentaria en la que los granulos de pigmento se mueven atras y adelante 
en procesos celulares prolongados. (Tomada de X. Wu et al.,J Cell Biol 
143:1915,1998; mediante autorizacion de derechos reservados de 
la Rockefeller University Press.) 


Las celulas pilosas, cuya estructura se muestra en la figura 
9-54 a, han constituido un sistema especialmente adecuado para 
estudiar las funciones de las miosinas no convencionales. Se Ha¬ 
inan asi por el paquete de estereocilios rigidos, similares a pelos 
que se proyectan desde la superficie apical de la celula hacia la 
cavidad del oido interno llena de liquido. El desplazamiento de 
los estereocfiios por los estimulos mecanicos genera impulsos 
nerviosos que se perciben como sonidos. Los estereocilios ca¬ 
recen de relation con los cilios verdaderos expuestos antes. En 
vez de contener microtubulos, cada estereocHio es sostenido por 
un paquete de filamentos de actina paralelos (fig. 9-547) cuyos 
extremos barbados se localizan en la punta externa de la proyec- 
cion y cuyos extremos aguzados se encuentran en la base. Los 
estereocilios han proporcionado algunas de las imagenes mas 
impresionantes de la naturaleza dinamica del citoesqueleto de 
actina. Mientras que los estereocfiios en si son estructuras per- 
manentes, los paquetes de actina se encuentran en flujo cons- 
tante. Continuamente se unen monomeros de actina al extremo 
barbado de cada filamento, que recorren el cuerpo del filamento, 
y se disocian del extremo aguzado. Este proceso se captura en 
la micrografia de fluorescencia de la figura 9-54r, que muestra la 
incorporation de subunidades de actina marcadas con GFP en 
el extremo barbado de cada filamento. Varias miosinas no con- 
vencionales (I, V, VI, VII y XV) se localizan en diversos sitios 
del interior de las celulas pilosas del oido interno; dos de ellas se 
muestran en la figura 9-5 Ady e. Aun son inciertas las funciones 
precisas de estas diversas proteinas motoras. Las mutaciones en 
la miosina Vila son la causa del sindrome de Usher tipo IB, que 
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FIGURA 9-54 Celulas pilosas, paquetes de actina y miosinas no 
convencionales. a) Dibujo de una celula pilosa del caracol auditivo. El 
recuadro muestra una portion de varios estereocilios, formados por un 
paquete muy apretado de filamentos de actina. b) Micrografia electronica 
de transmision de un corte transversal de un estereocilio que muestra que 
este se compone de un paquete denso de filamentos de actina. c ) Microgra¬ 
fia de fluorescencia de una celula pilosa del ofdo interno de una rata. Las 
puntas de los estereocilios se tineron de verde debido a la incorporacion de 
GFP-monomeros de actina en los extremos barbados. Los estereocilios mas 
altos contienen una columna mas larga de subunidades tenidas con GFP, lo 
cual refleja una incorporacion mas rapida de los monomeros de actina. Los 
estereocilios se ven rojos debido a la tincion mediante faloidina marcada 
con rodamina, que se une a los filamentos de actina. d) Una celula pilosa del 
ofdo interno de una rana toro. La localization de la miosina Vila se indica 
en verde. Las bandas anaranjadas cercanas a las bases de los estereocilios 
(a causa de la superposition del rojo y el verde) indican una concentration 


1 pm 

de miosina Vila, e) La miosina XVa (verde) se localiza en las puntas de 
los estereocilios de las celulas pilosas auditivas de una rata .f) Micrografia 
electronica de barrido de las celulas pilosas del caracol de un raton testigo. 
Los estereocilios estan dispuestos en filas con forma de V. g) Micrografia 
correspondiente de las celulas pilosas de un raton con mutaciones en el gen 
que codifica la miosina Vila, las cuales causan sordera. Los estereocilios de 
las celulas pilosas se ven desorganizados. ( A , tomada de T. Hasson, Curr. 
Biol. 9:R839,1999; con autorizacion de Elsevier Science; B , corte- 
sia de A. J. Hudspeth, R. A. Jacobs y P. G. Gillespie; C , E y tomadas de 
A. K. Rzadzinska, et al., cortesia de B. Kachar, J. Cell Biol. vol. 
164, 891, 892, 2004; D, tomada de Peter Gillespie y Tama Hasson, 
J. Cell Biol. vol. 137, portada #6, 1997; C - E y con autorizacion del 

TITULAR DEL COPYRIGHT, ROCKEFELLER UNIVERSITY PRESS; F , G, TOMA¬ 
DAS de T. Self, et al., cortesia de K. P. Steel, Develop. 125:560,1998; 
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se caracteriza por sordera y ceguera. La figura 9-54 f, g muestra 
los efectos morfologicos de las mutaciones en el gen de la mio- 
sina Vila de las celulas pilosas del ofdo interno del raton. Como 
sucede en los seres humanos, los ratones homocigoticos para el 
alelo mutante que codifica esta protelna motora son sordos. La 
miosina VI, un transportador de organelos en el citoplasma de 
muchas celulas, incluidas las pilosas, se distingue por su movi- 
miento en “sentido inverso”, es decir, hacia el extremo aguzado 
(menos) del filamento de actina. Se piensa que la miosina VI 
interviene en la formation de vesiculas cubiertas de clatrina en 
la membrana plasmatica y en el movimiento de vesiculas sin 
cubierta hacia los endosomas tempranos (pag. 315). 

Ahora que se describieron los puntos basicos de la estruc- 
tura y la funcion de la actina y la miosina puede explicarse como 
interactuan estas dos proteinas para realizar una actividad celu- 
lar compleja. 


REVISION 


1. Mencione las similitudes y las diferencias en las carac- 
teristicas del ensamble de microtubulos y el de filamen- 
tos de actina. 

2. Compare la estructura de un microtubulo, un filamen¬ 
to de actina y un filamento intermedio completamente 
ensamblados. 


3. Describa tres funciones de los filamentos de actina. 

4. Mencione las diferencias en la estructura y la funcion 
de la miosina II conventional y la miosina V no con¬ 
ventional. 

5. ^Como es posible que la misma vesfcula se transporte a 
lo largo de microtubulos y de microfilamentos? 


9.6 CONTRACTILIDAD MUSCULAR _ 

Los musculos esqueleticos obtienen su nombre del he- 
cho de que la mayor parte de ellos esta anclada a los huesos 
que mueven. Se encuentran bajo el control voluntario y pueden 
contraerse mediante ordenes conscientes. Las celulas musculares 
esqueleticas tienen una estructura muy poco ortodoxa. Una sola 
celula muscular cilfndrica suele medir 10 a 100 pm de grueso, 
mas de 100 mm de largo y contiene cientos de nucleos. A causa 
de estas propiedades, serfa mas apropiado llamar fibra muscu¬ 
lar a estas celulas. Las fibras musculares tienen muchos nucleos 
porque cada una es producto de la fusion de grandes cantidades 
de mioblastos mononucleares (celulas premusculares) en el em- 
brion. 

Es posible que las celulas de musculo esqueletico tengan la 
estructura interna mas ordenada de cualquier celula del cuerpo. 
Un corte longitudinal de una fibra muscular (fig. 9-55) revela un 


(celula 

muscular) 



FIGURA 9-55 Estructura del musculo esqueletico. a ) Niveles de organization de 
un musculo esqueletico. b ) Micrografia optica de una fibra muscular multinu- 
cleada. c ) Micrografia electronica de una sarcomera con las bandas senaladas con letras. 
(Micrografia superior: Eric Grave/Photo Researchers, Inc.; micrografia infe¬ 
rior: cortesi'a de Geraldine F. Gauthier.) 












9.6 CONTRACTILIDAD MUSCULAR 369 



o o 

o 

o 

o 

o 

o o 

o 

G © 

o o o 

* o 

o 

o 

o 

o 

0 ° o ° 

o o o 

* o 

© o 

® L s „ ® 

o o 

° o 

o o 

o 

o 

o 

o o 

_ o _ © „ 

~ ^ ® 

o o o 


• o • o ° 

:• 

o 

o 

o 

o 

° O ° 0 ° 

lo 

o o 

o 

o 

o 

o 

o o 

o 


*♦*#»•*•• • • f • 

’ • • * k v*v* • • V. 

« v v v * • * * • 

• *V." 

• * * • • «*• * • * « ♦ , 

* • • ■ • * #■> o . 

(b) 


FIGURA 9-56 Maquinaria contractil de una sarcomera. a) Diagrama de una sarcomera que mues- 
tra la organization superpuesta de los filamentos delgados que contienen actina (naranja) y los 
filamentos gruesos que contienen miosina (purpura). Las pequenas proyecciones transversales sobre la fibra 
de miosina representan las cabezas de miosina (puentes cruzados), b ) Micrograffa electronica de un corte 
transversal a traves de un musculo de insecto empleado para el vuelo que muestra la disposition hexagonal 
de los filamentos delgados alrededor de cada filamento grueso. (J. Auber/Photo Researchers.) 


cada filamento delgado se situa entre dos filamentos gruesos 
(fig. 9-SGb). Los cortes longitudinales revelan la presencia de 
proyecciones de los filamentos gruesos a intervalos regulares. 
Las proyecciones representan puentes capaces de formar unio- 
nes con los filamentos delgados vecinos. 


cable formado por cientos de hebras cilindricas mas delgadas, 
llamadas miofibrillas. Cada miofibrilla consiste en un conjunto 
lineal repetido de unidades contractiles, llamadas sarcomeras. A 
su vez cada sarcomera tiene un patron de bandas caracteristico 
que confiere a la fibra muscular su apariencia estriada. El exa- 
men de fibras musculares tenidas y observadas bajo el micros- 
copio electronico muestra que el patron de bandas es resultado 
de la superposicion parcial de dos tipos distintos de filamentos: 
filamentos delgados y filamentos gruesos (fig. 9-SGa). Cada 
sarcomera se extiende de una linea Z a la siguiente linea Z y 
contiene varias bandas oscuras y zonas claras. Una sarcomera 
tiene un par de bandas I claras localizadas en los bordes exter- 
nos, una banda A mas oscura ubicada entre las bandas I externas 
y una zona H de tincion clara que se encuentra en el centra de la 
banda A. Se observa una linea M oscura en el centra de la zona 
H. La banda I contiene solo filamentos delgados y la zona H 
solo filamentos gruesos; las partes de la banda A que estan a am- 
bos lados de la zona H representan la region de superposicion y 
contienen ambos tipos de filamentos. 

Los cortes transversales a traves de la region de superposi¬ 
cion muestran que los filamentos delgados se organizan en un 
conjunto hexagonal alrededor de cada filamento grueso y que 


El modelo de filamento deslizante 
de la contraccion muscular 

Todos los musculos esqueleticos operan por acortamiento; no 
hay otra forma en que puedan realizar un trabajo. Las unidades 
de acortamiento son las sarcomeras, cuya disminucion de longi- 
tud combinada explica el acortamiento del musculo completo. 
El indicio mas importante del mecanismo subyacente de la con¬ 
traccion muscular provino de observaciones del patron de ban¬ 
das de las sarcomeras en diferentes etapas del proceso contractil. 
Cuando una fibra muscular se acorta, la banda A de cada sarco¬ 
mera conserva una longitud constante, en tanto las bandas H e I 
disminuyen de anchura y luego desaparecen del todo. Conforme 
el acortamiento aumenta, las lineas Z de ambos extremos de la 
sarcomera se mueven hacia adentro hasta que tocan los bordes 
externos de la banda A (fig. 9-57). 

Con base en estas observaciones, dos grupos de investiga- 
dores britanicos, Andrew Huxley y Ralph Niedergerke, y Hugh 
Huxley y Jean Hanson, propusieron en 1954 un modelo de gran 
alcance para explicar la contraccion muscular. Postularon que 
el acortamiento de las sarcomeras individuales no se debia al 
acortamiento de los filamentos, sino al deslizamiento de unos 
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FIGURA 9-57 Acortamiento de la sarcomera durante la contrac¬ 
tion muscular, a) Diagrama esquematico que muestra la diferen- 
cia en la estructura de la sarcomera en un musculo relajado y uno contraido. 
Durante la contraccion, los puentes de miosina hacen contacto con los fila- 
mentos delgados circundantes y los filamentos delgados se ven forzados a 
deslizarse hacia el centra de la sarcomera. Los puentes funcionan de manera 



asincronica, de modo que solo una fraction esta activa en un instante deter- 
minado. b) Micrografias electronicas de cortes longitudinales a traves de una 
sarcomera relajada ( arriba ) y contraida ( abajo ). Las micrografias muestran 
la desaparicion de la zona H como resultado del deslizamiento de los fila¬ 
mentos delgados hacia el centra de la sarcomera. ( B , tomada de James E. 
Dennis/Phototake.) 


sobre otros. El deslizamiento de los filamentos delgados hacia 
el centra de la sarcomera produciria el aumento observado en la 
superposition de los filamentos y la diminution en la anchura 
de las bandas I y H (fig. 9-57). El modelo defilamento deslizante 
se acepto en poco tiempo y la evidencia a su favor aun continua 
en aumento. 

La composition y la organization de los filamentos grue- 
sos y delgados Ademas de la actina, los filamentos delgados 
de un musculo esqueletico contienen otras dos proteinas, tropo- 
miosina y troponina (fig. 9-58). La tropomiosina es una molecula 
alargada (de unos 40 nm de largo) que se ajusta con firmeza 
en las hendiduras dentro del filamento delgado. Cada molecula 
cilindrica de tropomiosina se relaciona con siete subunidades de 
actina a lo largo del filamento delgado (fig. 9-58). La troponina 
es un complejo proteico globular formado por tres subunidades, 
cada una con una participation importante y distinta en la fun- 
cion general de la molecula. Las moleculas de troponina estan 
dispuestas con una distancia aproximada de 40 nm entre ellas 
sobre el filamento delgado y establecen contacto con la actina y 
la tropomiosina del filamento. Los filamentos de actina de cada 
media sarcomera estan alineados con sus extremos barbados 
unidos con la linea Z. 


Cada filamento grueso esta compuesto por varios cientos 
de moleculas de miosina II junto con pequenas cantidades de 
otras proteinas. A1 igual que los filamentos que se forman in 
vitro (vease fig. 9-51), la polaridad de los filamentos gruesos de 
las celulas musculares se invierte en el centra de la sarcomera. El 
centra del filamento se forma con las regiones de la cola de las 
moleculas de miosina opuestas y carece de cabezas. Las cabezas 


Actina Troponina Tropomiosina 



10 nm 

FIGURA 9-58 Organization molecular de los filamentos delgados. Cada 
filamento delgado consiste en un conjunto helicoidal de subunidades de 
actina con moleculas de tropomiosina de forma cilindrica situadas en las 
hendiduras y moleculas de troponina situadas a intervalos espaciales defini- 
dos, como se describe en el texto. La figura 9-63 muestra los cambios en la 
position de estas proteinas que inician la contraccion. 
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FIGURA 9-59 Disposition de las moleculas de titina dentro de la sarco¬ 
mera. Estas enormes moleculas elasticas se extienden desde el final de la 
sarcomera en la linea Z a la banda M en el centro de la sarcomera. Se cree 
que las moleculas de titina mantienen los filamentos gruesos en el centro de 
la sarcomera durante la contraction. La portion de la banda I de la molecula 


de titina contiene dominios similares a resortes y tiene una gran elasticidad. 
A1 parecer las moleculas de nebulina (que no se describen en el texto) actuan 
como una “regia molecular” porque regulan el numero permitido de mono- 
meros de actina que se ensamblan en un filamento delgado. (Tomada de T. 
C. S. Keller, Curr Opin Cell Biol 7:33,1995.) 


de miosina sobresalen de cada filamento grueso en todo el res- 
to de su extension por la position intercalada de las moleculas de 
miosina que componen el cuerpo del filamento (fig. 9-51). 

La tercera proteina mas abundante en los musculos esquele- 
ticos de los vertebrados es la titina , que es la proteina mas grande 
descubierta en cualquier organismo. Todo el gen de titina (que 
puede dar lugar a isoformas de distinta longitud) codifica un 
polipeptido con masa molecular mayor de 3.5 millones de dal- 
tones y que contiene mas de 38 000 aminoacidos. Las moleculas 
de titina se originan en la linea M del centro de cada sarcomera 
y se extienden a lo largo del filamento de miosina, continuan 
despues de la banda A y terminan en la linea Z (fig. 9-59). La 
titina es una proteina muy elastica que se estira como una liga 
cuando ciertos dominios dentro de la molecula se desdoblan. 
Se cree que la titina previene la rotura de la sarcomera durante 
el estiramiento muscular. Tambien mantiene los filamentos de 
miosina en su position apropiada al interior del centro de la 
sarcomera durante la contraction muscular. 

La base molecular de la contraction Despues de la for¬ 
mulation de la hipotesis del filamento deslizante, la atencion se 
dirigio a las cabezas de las moleculas de miosina como los com- 
ponentes generadores de fuerza de la fibra muscular. Durante 
una contraction cada cabeza de miosina se extiende hacia afuera 
y se une con firmeza al filamento delgado, con lo que se forman 
los puentes que se ven entre los dos tipos de filamentos (fig. 
9-57). Las cabezas de un solo filamento de miosina interactuan 
con seis filamentos de actina circundantes. Mientras permanece 
unida con fuerza al filamento de actina, la cabeza de miosina 
sufre un cambio en la conformation (descrito mas adelante) que 
mueve el filamento delgado de actina unos 10 nm hacia el centro 
de la sarcomera. A diferencia de la miosina V (que se muestra 
en la figura 9-52), la miosina muscular (miosina II) es un motor 
no progresivo. La miosina muscular permanece en contacto con 


su riel, el filamento delgado, solo durante una pequena fraction 
(menos de 5%) del ciclo completo. Sin embargo, cada filamento 
delgado entra en contacto con un equipo de casi 100 cabezas de 
miosina que se mueven en forma sincronica (fig. 9-5 7a). Por con- 
siguiente el filamento delgado realiza un movimiento continuo 
durante cada ciclo contractil. Se estima que un solo filamento 
delgado de una celula muscular puede moverse varios cientos de 
nanometros durante un intervalo de apenas 50 milisegundos. 

Desde hace mucho tiempo los expertos en fisiologia mus¬ 
cular buscan comprender como una sola molecula de miosina 
puede mover el filamento de actina unos 10 nm en un solo gol- 
pe de poder. La publication de la primera estructura atomica 
del fragmento SI de la miosina II realizada en 1993 por Ivan 
Rayment, Hazel Holden y sus colegas de la Wisconsin University 
enfoco la atencion en una propuesta para explicar este mecanis- 
mo de action. En esta hipotesis, la energia liberada por la hidro- 
lisis del ATP induce un pequeno cambio en la conformation 
(0.5 nm) dentro de la cabeza mientras aun permanece unida con 
fuerza al filamento de actina. El pequeno movimiento dentro 
de la cabeza se amplifica despues unas 20 veces con el balanceo 
del cuello helicoidal alfa adyacente (fig. 9-60). De acuerdo con 
esta hipotesis, el cuello alargado de la miosina II actua como una 
“palanca rigida”, lo que hace que el filamento de actina unido 
se deslice una distancia mucho mayor de la que seria posible 
de cualquier otra manera. Se cree que las dos cadenas ligeras, 
que se enredan alrededor del cuello, confieren rigidez a la pa¬ 
lanca. El apoyo para la idea del “brazo de palanca” al principio 
se obtuvo de una serie de experimentos efectuados por James 
Spudich y sus colegas en la Stanford University . Estos investi- 
gadores construyeron genes que codificaban versiones alteradas 
de la molecula de miosina II, las cuales contenian cuellos de dis- 
tintas longitudes. Luego las moleculas de miosina modificadas 
por ingenieria genetica se probaron en un ensayo in vitro con 
filamentos de actina, similar a la prueba mostrada en la figura 
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FIGURA 9-60 Modelo del brazo de palanca oscilante de una molecula de 
miosina II. a ) Durante el movimiento de poder, el cuello de la molecula 
de miosina se mueve con una rotation aproximada de 90°, lo que produciria 
un movimiento del filamento de actina de unos 10 nm. b ) Un modelo del 
movimiento de poder del dominio motor de la miosina consistente en el 
dominio motor (o cabeza) y el cuello adyacente (o brazo de palanca). Se 
muestra un filamento de actina unido en gris/cafe. El cuello helicoidal largo 
se muestra en dos posiciones, antes y despues del movimiento de poder 
(mostrados como los cuellos azul oscuro superior y azul claro inferior, res- 
pectivamente). Este desplazamiento de la region del cuello es el que se cree 
que impulsa el movimiento de poder en el musculo. Las cadenas ligeras 
esenciales y reguladoras, que se enredan alrededor del cuello, se muestran en 
amarillo y magenta, respectivamente. ( B , tomada de Malcolm Irving et 
al. Reimpresa con autorizacion de Nature Struct Biol 7:482,2000; 

© DERECHOS RESERVADOS 2000, MACMILLAN MAGAZINES, Ltd.) 


9-50. Como se esperaba con base en la hipotesis del brazo de 
palanca, la longitud aparente del golpe de poder de las moleculas 
de miosina resulto directamente proportional a la longitud de 
sus cuellos. Las moleculas de miosina con cuellos mas cortos 
generaron desplazamientos mas breves, mientras que aquellas 
con cuello mas largo produjeron un desplazamiento mayor. No 
todos los estudios apoyan la relation entre el tamano del paso y 
la longitud del cuello, por lo que la funcion del brazo de palanca 
aun es tema de controversia. 


La energetica del deslizamiento del filamento Como las 
otras proteinas motoras cinesina y dineina, la miosina convierte 
la energia quimica del ATP en la energia mecanica del desliza¬ 
miento de un filamento. Cada ciclo de actividad mecanica del 
puente de miosina tarda unos 50 mseg y se acompana de un 
ciclo de actividad de la ATP-asa, como se ilustra en el modelo 
de la figura 9-61. Segun este modelo, el ciclo comienza cuando 
una molecula de ATP se une con la cabeza de miosina, un fe- 
nomeno que induce la disociacion del puente con el filamento 
de actina (fig. 9-61, paso 1). La union del ATP va seguida por 
su hidrolisis, que ocurre antes que la cabeza de miosina esta- 
blezca contacto con el filamento de actina. Los productos de 
la hidrolisis del ATP, o sea ADP y P ; , permanecen unidos al 
sitio activo de la enzima, mientras la proteina completa absorbe 
la energia liberada por la hidrolisis (fig. 9-61, paso 2). En este 
momento el puente se halla en estado energetico, analogo a un 
resorte estirado capaz de realizar un movimiento espontaneo. 
La miosina cargada de energia se une con la molecula de actina 
(paso 3) y libera el fosfato unido, lo que desencadena un gran 
cambio en la conformation impulsado por la energia libre que 


6S59) 



FIGURA 9-61 Modelo esquematico del ciclo contractil 
de la actina-miosina. El movimiento del filamento 
delgado por la cabeza de miosina generadora de fuerza es resultado de la 
union del ciclo mecanico que incluye union, movimiento y desprendimiento 
de la cabeza, con el ciclo qufmico que implica union, hidrolisis y libe¬ 
ration de ATP, ADP y Pj. En este modelo los dos ciclos comienzan en el 
paso 1 con la union de ATP en la hendidura de la cabeza de miosina, lo que 
induce el desprendimiento de la cabeza del filamento de actina. La hidroli¬ 
sis del ATP unido (paso 2) proporciona energia a la cabeza, por lo que esta 
se une debilmente con el filamento de actina (paso 3). La liberacion de Pj 
produce una union mas firme de la cabeza de miosina al filamento delgado 
y el movimiento de poder (paso 4) que desplaza el filamento delgado hacia 
el centro de la sarcomera. La liberacion de ADP (paso 5) establece las con- 
diciones para un nuevo ciclo. (Tomada de M. Y. Jiang y M. P. Sheetz, 
Bioess 16:532,1994.) 
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estaba almacenada (paso 4). Este cambio en la conformation 
mueve el filamento de actina hacia el centra de la sarcomera. 
Tal movimiento representa el golpe de poder de la cabeza de 
miosina que se muestra en la figura 9-60. A la liberation del 
ADP unido (paso 5) le sigue la union de una nueva molecula 
de ATP para que un nuevo ciclo pueda iniciarse. En ausencia de 
ATP la cabeza de miosina permanece unida con fuerza al fi¬ 
lamento de actina. La incapacidad de los puentes de miosina 
para desprenderse en ausencia de ATP es la base de la condition 
conocida como rigor mortis, la rigidez de los musculos que sigue 
a la muerte. 

Coordination de la excitation-contraction Las fibras mus- 
culares se organizan en grupos llamados unidades motoras. Todas 
las fibras de una unidad motora estan inervadas por ramas de 
una sola neurona motora y se contraen en forma simultanea 
cuando reciben el estimulo de un impulso transmitido por esa 
neurona. El punto de contacto del extremo de un axon con una 
fibra muscular se llama union neuromuscular (fig. 9-62; vease 
tambien la figura 4-54 para obtener una imagen mas cercana 
de la estructura de la sinapsis). La union neuromuscular es un 
sitio de transmision del impulso nervioso del axon, a traves de 
la hendidura sinaptica y hasta la fibra muscular, cuya membrana 


plasmatica tambien es excitable y capaz de conducir un poten¬ 
tial de action. 

Los pasos entre la llegada de un impulso nervioso a la 
membrana plasmatica muscular y el acortamiento de las sar- 
comeras en la profundidad de la fibra muscular constituyen un 
proceso que se conoce como coordination de excitation-con¬ 
traction. A diferencia de una neurona, en la que el potential de 
action permanece en la superficie celular, el impulso generado 
en una celula muscular esqueletica se propaga al interior de la 
celula por los pliegues membranosos llamados tubulos trans- 
versos (T) (fig. 9-62). Los tubulos T terminan muy cerca de un 
sistema de membranas citoplasmicas que conforman el reticulo 
sarcoplasmico (SR), que forma una manga membranosa alre- 
dedor de la miofibrilla. Cerca de 80% de la proteina integral de 
la membrana del SR consiste en moleculas de ATP-asa-Ca 2+ 
cuya funcion es transportar el calcio fuera del citosol y hacia la 
luz del SR, donde se almacena hasta que se necesite. 

La importancia del calcio en la contraction muscular se 
demostro por primera vez en 1882, cuando Sydney Ringer, un 
medico ingles, encontro que el corazon aislado de una rana se 
contraia en solution salina con agua corriente de Londres, pero 
no sucedia lo mismo en una solution preparada con agua des- 
tilada. Ringer establecio que los iones de calcio presentes en el 



FIGURA 9-62 Anatomia funcional de una fibra muscular. El calcio 
se aloja en la elaborada red de membranas internas que conforman 
el reticulo sarcoplasmico (SR). Cuando llega un impulso a traves de una 
neurona motora, se transporta al interior de la fibra por el tubulo transverso 


al SR. Las compuertas de calcio del SR se abren, lo que libera el calcio hacia 
el citosol. La union de iones calcio con las moleculas de troponina de los 
filamentos delgados origina los fenomenos descritos en la figura siguiente y 
la contraction de la fibra. 
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agua corriente eran un factor esencial en la contraction mus¬ 
cular. Los niveles de calcio dentro del citoplasma de una fibra 
muscular son muy bajos (alrededor de 2 X 10' 7 M) en el estado 
relajado, menores a la concentration umbral necesaria para la 
contraction. Con la llegada de un potential de action a traves 
de los tubulos transversos, los canales del calcio de la membrana 
del SR se abren y el calcio sale del compartimiento del SR y re- 
corre la corta distancia hasta las miofibrillas. Como resultado los 
niveles intracelulares de Ca 2+ se elevan a cerca de 5 X 10 -S M. 
Para comprender el modo en que los niveles altos de calcio des- 
encadenan la contraction en una fibra de musculo esqueletico es 
necesario reconsiderar la estructura proteica de los filamentos 
delgados. 

Cuando la sarcomera esta relajada, las moleculas de tropo- 
miosina de los filamentos delgados (vease fig. 9-58) bloquean 
los sitios de union de la miosina en las moleculas de actina. La 
position de la tropomiosina dentro de la hendidura esta bajo el 
control de la molecula de troponina unida. Cuando los niveles de 
calcio se elevan, estos iones se unen con una de las subunidades 
de troponina (troponina C) e inducen un cambio en la confor¬ 
mation en otra subunidad de la molecula de troponina. Como 
el colapso de una torre de fichas de domino, el movimiento de 
la troponina se transmite a la tropomiosina adyacente, que se 
acerca unos 1.5 nm al centra de la hendidura del filamento (de 
la position b a la position a en la figura 9-63). Este cambio en la 
position de la tropomiosina expone los sitios de union para mio¬ 
sina en las moleculas adyacentes de actina. Cada molecula de 
troponina controla la position de una molecula de tropomiosina, 
que a su vez regula la capacidad de union de siete subunidades 
de actina en el filamento delgado. 

Una vez que la estimulacion de la fibra nerviosa motora 
cesa, los canales del calcio de la membrana del SR se cierran 
y las moleculas de Ca 2+ -ATP-asa de esa membrana retiran el 
exceso de calcio del citosol. Conforme la concentration de Ca 2+ 
disminuye, estos iones se separan de sus sitios de union en la 
troponina, lo que ocasiona que las moleculas de tropomiosina 
regresen a una position en la que bloquean la interaction entre 
actina y miosina. El proceso de relajacion puede considerarse 
una competencia por el calcio entre la proteina de transporte de 




FIGURA 9-63 Funcion de la tropomiosina en la contraccion muscular. 

Esquema del modelo del obstaculo esterico en el que el sitio de union para 
la miosina en los filamentos delgados de actina esta controlado por la posi¬ 
tion de la molecula de tropomiosina. Cuando los niveles de calcio se elevan, 
la interaction entre el calcio y la troponina (no se muestra) da origen al 
movimiento de la tropomiosina de la position b a la position a, lo que deja 
expuesto el sitio de union del filamento delgado para la cabeza de miosina. 


la membrana del SR y la troponina. La proteina de transporte 
tiene una mayor afinidad por el ion, por lo que la tendencia se 
dirige a retirar el calcio del citosol y dejar las moleculas de tro¬ 
ponina sin calcio. 


REVISION 


1. Describa la estructura de la sarcomera de una miofibri- 
11a de musculo esqueletico y los cambios que ocurren 
durante su contraccion. 

2. Describa los pasos que ocurren entre el momento en 
que un impulso nervioso se transmite a traves de una 
union neuromuscular y el momento en que la fibra 
muscular en realidad empieza a acortarse. ^Cual es la 
funcion de los iones de calcio en el proceso? 


9.7 MQVILIDAD EXTRAMUSCULAR _ 

Las celulas del musculo esqueletico son un sistema ideal 
para el estudio de la contractilidad y el movimiento porque las 
proteinas que interaction estan presentes en altas concentracio- 
nes y son parte de estructuras celulares definidas. El estudio de 
la movilidad extramuscular es mas desafiante porque los com- 
ponentes tienden a encontrarse en formas menos ordenadas, 
mas labiles y transitorias. Aun mas, casi siempre se limitan a 
una corteza delgada justo debajo de la membrana plasmatica. La 
corteza es una region activa de la celula, encargada de procesos 
como la ingestion de materiales extracelulares, la extension de 
prolongaciones durante el movimiento celular y la constriction 
de una sola celula animal en dos celulas hijas durante la division 
celular. Todos estos procesos dependen del ensamble de micro- 
filamentos en la corteza. 

En las paginas siguientes se presentan varios ejemplos de 
contractilidad y movilidad extramusculares que dependen 
de filamentos de actina y, en algunos casos, de miembros de la 
superfamilia de la miosina. Sin embargo, primero es importan- 
te revisar los factores que regulan la velocidad de ensamble, la 
cantidad, la longitud y los patrones espaciales de los filamentos 
de actina. 

Proteinas de union con la actina 

La actina purificada puede polimerizarse in vitro para formar 
filamentos de actina, pero estos filamentos no pueden interac- 
tuar entre si ni realizar actividades utiles. Bajo el microscopio 
se parecen al piso de un granero cubierto con paja. En cam¬ 
bio, los filamentos de actina de las celulas vivas se organizan en 
varios patrones, inclusive varios tipos de haces, redes delgadas 
(bidimensionales) y gelatinas tridimensionales complejas (fig. 
9-64). La organization y el comportamiento de los filamentos 
de actina dentro de las celulas depende de una notable varie- 
dad de proteinas de union con actina que afectan el ensamble 
o desensamble de estos filamentos, sus propiedades fisicas y sus 
interacciones entre si y con otros organelos celulares. Se han ais- 
lado mas de 100 proteinas diferentes de union con actina que 
pertenecen a muchas familias en varios tipos celulares. Las pro- 
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FIGURA 9-64 Dos disposiciones distintas de los filamentos de actina den- 

tro de una celula. Como se describe mas adelante en este capitulo, las celu- 
las se mueven sobre un sustrato mediante la extension de varios tipos de 
procesos. Esta micrografia electronica del borde de avance de un fibroblasto 
movil muestra la alta densidad de los filamentos de actina. Se ve que estos 
filamentos estan organizados en dos conjuntos distintos: como haces en los 
que los filamentos se disponen en forma paralela entre sf (flecha) y como 
red con uniones cruzadas en la que los filamentos se disponen en varias 
direcciones. (Cortesia de J. Victor Small.) 


teinas de union con actina pueden dividirse en varias categorias 

segun su presunta funcion en la celula (fig. 9-65). 4 

1. Proteinas de nucleacidn. El paso mas lento en la formation 
de un filamento de actina es el primero, la nucleacion, que 
requiere la union de por lo menos dos o tres monomeros de 
actina en la orientation apropiada para iniciar la formation 
del polimero. Este es un proceso muy poco favorable si se deja 
solas a las moleculas de actina. Como se menciono antes, la 
formation de un filamento de actina se acelera en presencia 
de una semilla o nucleo preexistente al que puedan agregarse 
monomeros (como en la figura 9-46 a). Se han identificado 
varias proteinas que promueven la nucleacion de filamentos 
de actina. La mejor estudiada es el complejo Arp2/3, que con- 
tiene dos “proteinas relacionadas con actina”, esto es, proteinas 
que comparten considerable homologia de secuencia con las 
actinas, pero no se consideran actinas “verdaderas”. Una vez 
que el complejo se activa, se cree que las dos Arp adoptan una 
conformation que constituye una plantilla a la cual pueden 
agregarse monomeros de actina, de modo analogo a como se 
propone que la tubulina y forma una plantilla para la nuclea- 
cion de un microtubulo (fig. 9-20r). Como se expone en la 
pagina 379, el complejo Arp2/3 genera redes de filamentos de 
actina ramificados cortos. Otra proteina de nucleacion, llama- 
da formina, genera filamentos no ramificados, como los que se 


4 Hay que senalar que algunas de estas proteinas pueden efectuar mas de uno de los 
tipos de actividades mencionadas, segun la concentracion de proteina para union 
con actina y las condiciones prevalecientes (p. ej., la concentracion de Ca 2+ y H + ). 
La mayoria de los estudios de estas proteinas se realizan in vitro y a menudo resulta 
dificil extender los resultados a las actividades dentro de la celula. 
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FIGURA 9-65 Funciones de las proteinas de union con actina. 
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hallan en adhesiones focales (pag. 252) y en los anillos con- 
tractiles de celulas en division (section 14.2). A diferencia de 
Arp2/3, que permanece en el extremo aguzado del filamento 
recien formado, la formina sigue el extremo barbado incluso 
cuando se insertan unidades nuevas en ese sitio. 

2. Protemaspara secuestro de monomeros. Las timosinas (p. ej., 
timosina-[3 4 ) son protemas que se unen con los monomeros 
actina-ATP (a menudo llamada actina G ) e impiden la po- 
limerizacion. Las protemas con esta actividad se describen 
como protemas para secuestro de monomeros de actina. Se 
cree que son las encargadas de mantener la concentration 
relativamente alta de actina G en celulas extramusculares (50 
a 200 mM). Sin las protemas para secuestro de monomeros, 
las condiciones en el citoplasma favorecerian la polimeriza- 
cion casi completa de los monomeros solubles de actina en 
filamentos. A causa de su capacidad para unirse con actina G 
y estabilizar la reserva de monomeros, los cambios en la con¬ 
centration o la actividad de las protemas para secuestro de 
monomeros puede modificar el equilibrio entre monomeros 
y polimeros en cierta region de una celula y determinar si en 
un momento determinado se favorece la polimerizacion o la 
despolimerizacion. 

3. Protemas bloqueadoras de los extremes (tapas). Las protemas 
de este grupo regulan la longitud de los filamentos de actina 
al unirse con uno u otro extremo de los filamentos, formando 
una tapa que bloquea tanto la perdida como la ganancia de 
subunidades. Si el extremo barbado de crecimiento rapido 
de un filamento se tapa, la despolimerizacion puede proceder 
en el extremo contrario, lo que conduce al desensamble del 
filamento. Si el extremo afilado tambien se tapa, la despoli- 
merizacion se bloquea. Los filamentos delgados del musculo 
estriado se tapan en su extremo barbado en la linea Z por 
una proteina llamada capZ y en su extremo afilado lo hacen 
con la proteina tropomodulina. Si la tapa de tropomodulina 
se altera mediante la microinyeccion de anticuerpos en una 
celula muscular, los filamentos delgados agregan subunidades 
de actina adicionales en este extremo afilado recien descu- 
bierto y se observa una elongation drastica en la parte media 
de la sarcomera. 

4. Protemaspolimerizadoras de monomeros. La profilina es una 
pequena proteina que se une con el mismo sitio que la ti- 
mosina en el monomero de actina. Sin embargo, en lugar de 
inhibir la polimerizacion, al parecer la profilina promueve el 
crecimiento de los filamentos de actina. La profilina lo hace 
mediante la union con un monomero de actina, donde cataliza 
la disociacion del ADP unido, que se sustituye en poco tiempo 
con un ATP. El monomero profilina-ATP-actina puede en- 
tonces ensamblarse sobre el extremo barbado fibre de un fila¬ 
mento de actina, lo que conduce a la liberation de profilina. 

5. Protemas despolimerizadoras del filamento de actina. Los 
miembros de la familia proteica de la cofilina (que incluye 
cofilina, ADF y depactina) se unen con las subunidades ac- 
tina-ADP presentes en el cuerpo y en el extremo afilado de 
los filamentos de actina (fig. 18-33). La cofilina tiene dos 
actividades evidentes: puede fragmentar los filamentos de 
actina y puede promover su despolimerizacion en el extremo 
afilado. Estas protemas participan en el recambio rapido de 
los filamentos de actina en sitios de cambios dinamicos de la 


estructura del citoesqueleto. Son esenciales para la locomo¬ 
tion celular, la fagocitosis y la citocinesis. 

6. Protemas queforman enlaces cruzados. Las protemas de este 
grupo pueden alterar la organization tridimensional de una 
poblacion de filamentos de actina. Cada una de estas pro¬ 
temas tiene dos o mas sitios de union con actina, por lo que 
pueden establecer enlaces entre dos o mas filamentos de ac¬ 
tina separados. Algunas de estas protemas (p. ej., la filamina) 
tienen la forma de un cilindro largo y flexible, y promueven la 
formation de redes laxas de filamentos interconectados entre 
si en angulos casi rectos (como en la figura 9-64). Las re- 
giones del citoplasma que contienen estas redes poseen las 
propiedades de un gel elastico tridimensional que resiste 
las presiones mecanicas locales. Otras protemas que forman 
enlaces (p. ej., vilina y fimbrina) tienen forma globular y pro¬ 
mueven el agrupamiento de filamentos de actina en conjun- 
tos paralelos muy ajustados. Estas estructuras se encuentran 
en las microvellosidades que se proyectan de ciertas celulas 
epiteliales (fig. 9-66) y los estereocilios parecidos a pelos (fig. 
9-54) que sobresalen de las celulas receptoras del oido inter- 
no. La agrupacion de filamentos aumenta su rigidez, lo que 
les permite actuar como un esqueleto interno de soporte para 
estas proyecciones citoplasmicas. 

7. Protemas cortadoras de filamentos. Las protemas de esta clase 
tienen la capacidad para unirse con el lado de un filamento 
ya formado y romperlo en dos. Las protemas cortadoras (p. 
ej., la gelsolina) tambien pueden favorecer la incorporation 
de monomeros de actina mediante la creation de mas extre- 
mos barbados fibres, aunque tambien es posible que tapen los 



Microvellosidad 

FIGURA 9-66 Filamentos de actina y protemas fijadoras de actina en una 
microvellosidad. Las microvellosidades se reconocen sobre la superficie 
apical de los epitelios cuya funcion consiste en absorber solutos, como suce- 
de con la superficie luminal del intestino y la pared de los tubulos renales. 
Los filamentos de actina son mantenidos en una disposicion altamente 
ordenada por las protemas empacadoras vilina y fimbrina. La funcion de la 
miosina I, la cual se dispone entre la membrana plasmatica de la microvello¬ 
sidad y los filamentos de actina perifericos, permanece desconocida. 
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extremos que generan. Como se indica en la figura 9-71, la 
cofilina tambien es capaz de cortar filamentos. 

8. Proteinas de union con membrana. Gran parte de la maquina- 
ria contractil de las celulas extramusculares radica justo debajo 
de la membrana plasmatica. Durante muchas actividades, las 
fuerzas generadas por las proteinas contractiles actuan sobre 
la membrana plasmatica y hacen que sobresalga (como ocurre, 
por ejemplo, durante la locomotion celular) o que se invagi- 
ne (como sucede durante la fagocitosis o la citocinesis). Por 
lo general estas actividades se facilitan por la union indirecta 
de los filamentos de actina con la membrana plasmatica me- 
diante el enlace con una proteina periferica de membrana. En 
capitulos previos se describieron dos ejemplos: la inclusion de 
polimeros cortos de actina en el esqueleto de la membrana 
de los eritrocitos (vease fig. 4-31(7) y la union de los filamen¬ 
tos de actina con la membrana en las adhesiones focales y las 
uniones adherentes (veanse figs. 7-17 y 7-26). Las proteinas 
que unen las membranas con la actina comprenden la vinculi- 
na, miembros de la familia ERM (ezrina, radixina y moesina) 
y miembros de la familia de la espectrina (inclusive la distrofi- 
na, la proteina cuyo defecto causa la distrofia muscular). 


Ejemplos de movilidad y contractilidad 
extramuscular 

Los filamentos de actina, que a menudo trabajan en conjunto 
con los motores de miosina, son los encargados de varias acti¬ 
vidades dinamicas en las celulas extramusculares, como la fago- 
citosis, la formation de corrientes citoplasmicas (flujo dirigido 
de citoplasma que ocurre en ciertas celulas vegetales grandes), 
el trafico de vesiculas, la activation de plaquetas, los movimien- 
tos laterales de proteinas integrales dentro de las membranas, 
las interacciones entre celula y sustrato, la locomotion celular, 
el crecimiento axonico y los cambios en la forma celular. Los 
ejemplos siguientes ilustran la movilidad y la contractilidad ex¬ 
tramusculares. 

Polimerizacion de la actina como mecanismo generador 
de fuerza Algunos tipos de motilidad celular ocurren solo 
como resultado de la polimerizacion de la actina y no impli- 
can actividad de la miosina. Considerese el ejemplo de Listeria 
monocytogenes, una bacteria que infecta los macrofagos y puede 
causar encefalitis o intoxication alimentaria. Listeria se impulsa 
como un cohete por el citoplasma de una celula infectada me- 
diante la polimerizacion de monomeros de actina justo detras 
de la bacteria (fig. 9-67). ^Como puede esta bacteria inducir la 


FIGURA 9-67 La motilidad celular puede impulsarse por medio de la poli- 
merizacion de la actina. a) Micrograffa por fluorescencia de una porcion 
de una celula infectada con la bacteria L. monocytogenes. Las bacterias se ven 
como objetos tenidos de rojo, justo frente a las colas filamentosas de actina 
tenidas de verde. b) Micrograffa electronica de una celula infectada con la 
misma bacteria presentada en a que muestra los filamentos de actina que se 
forman detras de la celula bacteriana y la empujan por el citoplasma. Los 
filamentos de actina tienen una apariencia atestada porque se decoraron con 
las cabezas de miosina. La barra que se encuentra arriba a la izquierda equi- 
vale a 0.1 pm. (. A , cortesia de Pascale Cossart; B, tomada de Lewis 
G.Tilney et al.,J Cell Biol 118:77,1992; mediante autorizacion de 
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formacion de filamentos de actina en un sitio particular de su 
superficie? Las preguntas respecto a la localization son impor- 
tantes en el estudio de cualquier tipo de proceso movil porque 
la motilidad depende de que una celula sea capaz de ensam- 
blar la maquinaria necesaria en un sitio y momento particulares. 
Listeria puede realizar esta hazana porque contiene una proteina 
llamada ActA que solo se encuentra en un extremo de la bac¬ 
teria. Cuando ActA queda expuesta dentro del citoplasma del 
hospedador, recluta y activa varias proteinas del hospedador (in¬ 
clusive el complejo Arp2/3 descrito antes) que trabajan juntas 
para dirigir el proceso de polimerizacion de actina. El proceso 
de propulsion de Listeria se reconstruyo in vitro y ello permi- 
tio a los investigadores demostrar de manera concluyente que 
la polimerizacion de la actina por si misma, sin la participation 
de motores de miosina, puede brindar la fiierza necesaria para 
la motilidad. 

Los mismos fenomenos que ocurren durante la propul¬ 
sion de Listeria se utilizan en las actividades celulares normales; 
van desde la propulsion de vesiculas citoplasmicas y organelos 
hasta el movimiento de las celulas mismas, que es el tema de la 
section siguiente. 

Locomotion celular La locomotion celular es necesaria para 
muchas actividades en los vertebrados superiores, inclusive el de- 
sarrollo de tejidos y organos, la formacion de vasos sanguineos, 
el desarrollo de axones, la cicatrization de heridas y la protec¬ 
tion contra infecciones. La locomotion celular tambien es la en- 
cargada de la diseminacion de tumores cancerosos. La siguiente 
description se concentra en estudios de celulas cultivadas que se 
mueven sobre un sustrato piano (bidimensional) porque estas 
son las condiciones experimentales que dominan este campo de 
investigation. Hay que tener presente que las celulas del cuerpo 
no se mueven sobre sustratos desnudos y pianos, y que cada vez 
se tiene mas evidencia de que algunos de los hallazgos de estos 
estudios tal vez no se apliquen a las celulas que cruzan un terre- 
no mas complicado. Hace poco tiempo los investigadores em- 
pezaron a desarrollar sustratos mas complejos, entre ellos varios 
tipos de matrices extracelulares tridimensionales, que podrian 
conducir a la revision de algunos aspectos del mecanismo de 
locomotion celular que se describen enseguida. 

La figura 9-68 muestra un solo fibroblasto que se encon- 
traba en el proceso de moverse hacia la esquina inferior derecha 
del campo cuando se prepare para el examen microscopico. La 
locomotion celular, como la que muestra el fibroblasto de la fi¬ 
gura 9-68, comparte propiedades con otros tipos de locomo¬ 
tion, como la marcha. Cuando una persona camina, el cuerpo 
realiza una serie de actividades repetitivas: primero, se extiende 
una pierna en la direction de la locomotion; segundo, la planta 
del pie hace contacto con el suelo, que actua como punto de 
adhesion transitoria; tercero, los musculos de las piernas generan 
fuerza que mueve todo el cuerpo hacia adelante, mas alia del pie 
estacionario; cuarto, el pie, que ahora esta detras del cuerpo, y no 
al frente, se levanta del piso como anticipation al siguiente paso. 
Aunque las celulas moviles puedan asumir formas muy distintas 
mientras se arrastran sobre el sustrato, presentan una secuencia 
similar de actividades (fig. 9-69). 1) El movimiento inicia por la 
protrusion de una parte de la superficie celular en la direction 
en la que la celula va a moverse. 2) Una parte de la superficie 
inferior de la protrusion se adhiere al sustrato y forma sitios de 
anclaje temporal. 3) La mayor parte de la celula se impulsa al 



FIGURA 9-68 Micrografia electronica de barrido de un fibro- 
blasto de raton que se arrastra sobre la superficie de una caja 
de cultivo. El borde de avance de la celula se extiende en un lamelipodio 
aplanado cuya estructura y funcion se explican mas adelante. (Tomada de 
Guenter Albrecht-Buehler, Int Rev Cytol 120:194,1990.) 


frente sobre los contactos adhesivos, que al final se convierten en 
la parte posterior de la celula. 4) La celula rompe los contactos 
traseros con el sustrato, lo que causa la retraction del margen 
final o “cola”. 
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FIGURA 9-69 Secuencia repetitiva de actividades que ocurre cuando una 
celula se arrastra sobre el sustrato. El paso 1 ilustra la protrusion del borde 
lfder de la celula en forma de un lamelipodio. El paso 2 muestra la adhesion 
de la superficie inferior del lamelipodio al sustrato, adhesion mediada por 
integrinas que se encuentran en la membrana plasmatica. La celula utiliza 
esta adhesion para sujetarse al sustrato. El paso 3 ilustra el movimiento de 
la mayor parte de la celula hacia adelante sobre el sitio de adhesion, que 
permanece relativamente estacionario. Este movimiento se realiza median- 
te una fiierza contractil (de traction) ejercida contra el sustrato. El paso 4 
muestra la celula despues de romper la adhesion con el sustrato y cuando la 
parte posterior de la celula ya se llevo hacia el frente. 
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Celulas quesearrastran sobre elsustrato Cuando un peque- 
no fragmento de tejido vivo, como la piel o el higado, se coloca 
en una caja de cultivo con medio de cultivo adecuado, algunas 
celulas individuales emigran del especimen hacia la superficie 
de la caja. El examen de estas celulas bajo el microscopio casi 
siempre muestra que son fibroblastos, las celulas predominantes 
en el tejido conjuntivo (vease fig. 7-1). Conforme se mueve, el 
fibroblasto se aplana y aproxima mucho al sustrato, y adquiere 
una forma de abanico, con un borde frontal ancho y una “cola” 
estrecha (vease fig. 9-68). Su movimiento es erratico y brusco, 
a veces avanza y otras se retira. En un buen dia un fibroblasto 
puede avanzar cerca de 1 mm. La clave de la locomotion del 
fibroblasto se observa cuando se examina su borde frontal, que 
se extiende como una protrusion ancha, aplanada y semejante 
a un velo llamada lamelipodio (fig. 9-70 a). Por lo general los 
lamelipodios carecen de vesiculas citoplasmicas y otras estruc- 
turas en particulas, y a menudo el margen externo tiene un mo- 


S, 


(a) 



(b) 


FIGURA 9-70 Margen de avance de una celula movil. a) El mar¬ 
gen lfder de este fibroblasto movil se aplana contra el sustrato y se 
extiende en un lamelipodio semejante a un velo. b ) Micrografia electronica 
de barrido del margen de avance de una celula cultivada que muestra las 
membranas arrugadas del lamelipodio. ( A , Cortesia de J. Victor Small; 
B , tomada de Jean Paul Revel, Symp Soc Exp Biol 28:447,1974.) 


vimiento ondulante, lo que le confiere una apariencia arrugada 
(fig. 9-70 b). Mientras el lamelipodio se extiende de la celula, 
se adhiere al sustrato subyacente en puntos especificos, lo que 
le brinda sitios de anclaje temporal para que la celula tire de si 
misma hacia adelante. 

En la pagina 377 se vio como la polimerizacion de los mo- 
nomeros de actina puede brindar la fuerza que impulsa a una 
bacteria Listeria por el citoplasma. Este tipo de movimiento in- 
tracelular se realiza sin la participation de motores moleculares. 
Se cree que un tipo similar de mecanismo de polimerizacion de 
actina provee la fuerza motriz necesaria para la protrusion del 
borde lider de un lamelipodio. Este tipo de movilidad extra- 
muscular tambien demuestra la importancia de las proteinas de 
union con actina (mostradas en la figura 9-65) para orquestar 
el ensamble y desensamble de las redes de filamentos de actina 
en un sitio particular dentro de la celula en un momento deter- 
minado. 

Supongase que se inicia con un leucocito redondeado que 
recibe una serial quimica proveniente de un sitio particular en el 
que el cuerpo esta herido. Una vez que el estimulo se recibe en 
la membrana plasmatica, inicia la polimerizacion localizada de 
actina, que causa la polarization de la celula y su movimiento 
hacia la fuente del estimulo (fig. 9-71 a). 5 Asi como Listeria tiene 
una proteina (ActA) que activa la polimerizacion en la superficie 
celular bacteriana, las celulas de los mamiferos tienen una diver- 
sa familia de proteinas (la familia WASP) que activa el complejo 
Arp2/3 en el sitio de estimulacion cerca de la membrana plas¬ 
matica. La proteina WASP se descubrio como el producto de 
un gen causante del sindrome de Wiskott-Aldrich. El sistema 
inmunitario de los pacientes con este trastorno es defectuoso 
porque sus leucocitos carecen de proteina WASP funcional y 
por tanto no responden a las senates quimiotacticas. 

La figura 9-717 muestra un modelo de los principales pasos 
en la formation de un lamelipodio que moveria una celula en 
una direction determinada. Se recibe un estimulo en un extremo 
de la celula (paso 1, fig. 9-71 b) que conduce a la activation de 
complejos de proteina Arp2/3 por un miembro de la familia 
de proteinas WASP (paso 2). Los complejos Arp2/3 activados 
sirven como sitios de nucleacion para la formation de nuevos 
filamentos de actina (paso 3). La polimerizacion de los mono- 
meros de actina unidos con ATP en los extremos barbados fibres 
del filamento en crecimiento se promueve mediante moleculas 
de profilina (pag. 376). Una vez que los nuevos filamentos de ac¬ 
tina se forman, los complejos Arp2/3 se unen a los lados de estos 
filamentos (paso 4) y constituyen el nucleo para la formation 
de filamentos de actina adicionales que se forman como ramas 
(paso 5). Los complejos Arp2/3 permanecen en los extremos 
afilados, que se situan en los puntos de ramification. Mientras 
tanto, la adicion de una proteina tapa bloquea el crecimiento 
de los extremos barbados de los filamentos mas antiguos (paso 
5). En cambio, la adicion de subunidades de actina a los extre¬ 
mos barbados de los filamentos mas nuevos de la red empuja la 
membrana del lamelipodio hacia afuera, en la direction del es- 


5 Este tipo de respuesta puede verse en una pelicula notable en Internet que muestra 
un neutrofilo persiguiendo a una bacteria. Puede encontrarse con las palabras de 
busqueda: “neutrophil crawling”. 
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FIGURA 9-71 Motilidad celular dirigida. a) Micrograffa de un leucocito 
(un neutrofilo) que ha reaccionado a un quimioatrayente contenido en una 
micropipeta (a la derecha). La celula se ha polarizado y se mueve hacia la 
fuente del estfmulo. b ) Un mecanismo propuesto para el movimiento de una 
celula de manera dirigida. Se recibe un estfmulo en la superficie celular (paso 
1), lo que ocasiona la activation del complejo Arp2/3 por un miembro de la 
familia WASP (paso 2). La molecula WASP realiza esta hazana al unirse al 
complejo Arp2/3 y cambiar su conformation para parecerse a la superficie 
fibre del extremo barbado de un filamento de actina. En consecuencia, los 
monomeros de ATP-actina fibres se unen al complejo Arp2/3, lo que con¬ 
duce a la forma cion de nucleos de filamentos de actina (paso 3). Una vez 
que se han formado los filamentos, los complejos Arp2/3 se unen a sus lados 
(paso 4), lo que estimula su actividad de nucleacion. Como resultado los 
complejos Arp2/3 unidos inician las ramas laterales que se extienden hacia 
afuera (paso 5) a un angulo aproximado de 70° en relation con los filamen¬ 


tos ya existentes a los que estan ancladas. Se pien- 1 

sa que conforme estos filamentos se polimerizan, ^— Actina-ATP 

empujan hacia afuera la membrana plasmatica, de *® ^ _ Profilina 

lo que resulta la extension del borde fider del lame- 

lipodio. Mientras tanto el extremo barbado de los filamentos ya formados se 
une con una protefna tapa, la cual impide el crecimiento adicional de estos 
filamentos en una direction inapropiada. Al final, el extremo aguzado de 
los filamentos de actina preexistentes sufre despolimerizacion, y se fiberan 
subunidades de ADP-actina (paso 6). La despolimerizacion es promovida 
por la cofilina, la cual se une a las subunidades de ADP-actina dentro del 
filamento y estimula su separation del extremo aguzado del filamento. Las 
subunidades liberadas se unen a la profilina y se recargan por intercambio 
de ATP-ADP, lo que las deja fistas para participar en la polimerizacion de la 
actina. ( A , tomada de Carole A. Parent, Curr. Opin. Cell Biol. 16:5, 
2004; Copyright 2004, con autorizacion de Elsevier Science.) 


timulo atrayente (pasos 5 y 6). Conforme los nuevos filamentos 
crecen por la adicion de subunidades en sus extremos barbados, 
los filamentos tapados mas antiguos se desensamblan a partir 
de sus extremos afilados (paso 6). La cofilina promueve el des- 
ensamble, ya que se une con las subunidades actina-ADP a lo 
largo de los filamentos (paso 6). Las subunidades actina-ADP 



liberadas de los filamentos que se desensamblan se recargan me- 
diante la conversion en monomeros profilina-ATP-actina, que 
pueden reutilizarse en el ensamble de filamentos de actina en el 
borde lider. 

La figura 9-72 ilustra algunas de las principales caracte- 
risticas estructurales de la locomocion celular. La micrografia 
electronica de la figura 9-72 muestra la naturaleza ramificada y 
con puentes cruzados de la red filamentosa de actina que esta 
justo debajo de la membrana plasmatica de un lamelipodio en 
avance. Los insertos circulares de la figura 9-72 muestran una 
sucesion de ramas cortas de filamentos de actina, con comple¬ 
jos de Arp2/3 resaltados con una marca inmunitaria de oro. Se 


FIGURA 9-72 Base estractural de la extension del lamelipodio. Microgra- 
ffa electronica de una replica del citoesqueleto en el margen de avance de un 
fibroblasto movil de raton. Se observa que los filamentos de actina se dispo- 
nen en una red ramificada que se colored para indicar los “arboles” indivi¬ 
duates. Los insertos circulares muestran una sucesion de uniones con forma 
de Y entre los filamentos de actina ramificados. Los complejos Arp2/3 se 
localizan en la base de cada rama mediante anticuerpos unidos con partfcu- 
las de oro coloidal (amarillo). (Tomada de Tatyana M. Svitkina y Gary 
G. Borisy; J Cell Biol vol. 145, num. 5,1999, mediante autorizacion 
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observa que los complejos Arp2/3 se encuentran en las uniones 
con forma de Y en las que los nuevos filamentos polimerizados 
se ramificaron de los filamentos preexistentes. 

El movimiento del lamelipodio es un proceso dinamico. 
Mientras la polimerizacion y la ramificacion de filamentos de 
actina continuan en el borde frontal del lamelipodio, los fila¬ 
mentos de actina se despolimerizan en la parte posterior del 
mismo (paso 6, fig. 9-71). Por tanto, si se considera como un 
todo, el filamento de actina completo experimenta un tipo de 
movimiento de noria (pag. 362) en el que las subunidades 
de actina se agregan a los extremos barbados de la estructura en 
la parte frontal y se pierden de los extremos afilados en la parte 
posterior. 

De acuerdo con la secuencia de fenomenos mostrada en la 
figura 9-69, a la protrusion del borde lfder la sigue el movimien¬ 
to de toda la celula. Las principales fiierzas que participan en la 
locomocion celular son las generadas en los sitios de adhesion 
que se requieren para jalar o “arrastrar” el cuerpo principal de la 
celula hacia el frente (paso 3, fig. 9-69). A menudo se describen 
como “fuerzas de traction” porque se producen en los sitios en 
los que la celula se sujeta al sustrato. Cuando se permite que las 
celulas migren sobre una hoja delgada de material elastico, los 
movimientos de las celulas se acompanan de deformation del 
sustrato (vease fig. 7-18). La magnitud de las fuerzas de traction 
ejercidas en varios lugares en una celula migratoria viva puede 
calcularse a partir de los patrones dinamicos de la deformation 
del sustrato y representarse como se muestra en la figura 9-73. 
Como se ve al examinar esta imagen por computadora de un 
fibroblasto migratorio, las mayores fuerzas de traction se ejercen 
justo detras del borde lfder de la celula, donde esta se adhiere 
con firmeza al sustrato subyacente. 6 El cuerpo de la celula se 
adhiere con menor fuerza al sustrato, lo que permite arrastrarlo 
hacia el frente como un cargamento contenido. 

Se dispone de mucha evidencia que indica que la polimeri¬ 
zacion de la actina es el fenomeno que empuja el borde lfder de 
una celula hacia afuera (paso 1, fig. 9-69), mientras la miosina 
(junto con los filamentos de actina) es la encargada de jalar el 
resto de la celula hacia el frente (paso 3, fig. 9-69). Estas funcio- 
nes contrastantes de la actina y la miosina se ilustran mejor en 
estudios con queratocitos de peces, que son celulas derivadas de 
la epidermis que cubre las escamas de los peces. Los queratoci¬ 
tos gozan de aceptacion como sistemas para estudiar la locomo¬ 
tion porque su rapido movimiento de deslizamiento depende de 
la formation de un lamelipodio muy ancho y delgado. La figura 
9-74 muestra un queratocito en movimiento que se fijo y tino 
para mostrar la actina (fig. 9-7Aa) y la miosina II (fig. 9-7 Ab). 
Como se esperaba con base en la explication previa, el borde 
de avance del lamelipodio esta lleno de actina. Por otro lado, la 
miosina se concentra en una banda donde la parte trasera del 
lamelipodio se une con el resto de la celula. Las micrograffas 


6 La naturaleza de estos sitios de union es motivo de gran controversia. Con frecuen- 
cia se describen como complejosfocales para distinguirlos del complejo mas grande de 
las adhesiones focales (vease fig. 7-17). Los complejos focales y las adhesiones foca¬ 
les comparten muchas de las mismas proteinas (integrinas, vinculina, talina, actina), 
pero estas ultimas se relacionan con una union celular estable, en lugar de adhesiones 
transitorias que ocurren durante la locomocion celular. Se cree que los complejos 
focales evolucionan en adhesiones focales cuando una celula deja de moverse y se 
vuelve estacionaria. 
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FIGURA 9-73 Distribution de las fuerzas de traccion dentro de 
un fibroblasto en movimiento. Conforme la celula migra, gene¬ 
ra fuerzas de traccion contra su sustrato. Esta imagen presenta las fuerzas 
de traccion generadas por unidad de area por la superficie de un fibroblasto 
en movimiento. Las fuerzas de traccion se calculan en diferentes sitios de la 
superficie con base en el grado de deformacion del sustrato (vease fig. 7-18). 
La magnitud de las fuerzas de traccion se expresa con la variation de colores; 
el rojo representa las fuerzas mas intensas. Las mayores fuerzas se generan 
en sitios de pequenos complejos focales que se forman de manera transitoria 
detras del margen lfder de la celula, donde el lamelipodio se extiende (fle- 
cha). La deformacion en la parte posterior de la celula (mostrada en rojo) se 
produce cuando el extremo frontal tira de manera activa de la cola, la cual 
tiene un anclaje pasivo. (Tomada de Karen A. Beningo et al., J Cell 
Biol 153:885,2001, cortesia de Yu-Li Wang, medlante autorizacion 
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electronicas de esta region muestran la presencia de cumulos de 
pequenos filamentos bipolares de miosina II en la red de acti¬ 
na (fig. 9-74c). Se supone que las fuerzas contractiles generadas 
por estas moleculas de miosina tiran del cuerpo celular detras 
del lamelipodio lfder. Tambien se cree que la miosina I y otras 
miosinas no convencionales generan fuerzas para la locomotion 
celular en algunos organismos. 

Crecimiento axonico Ross Harrison de la Yale University 
realizo uno de los experimentos clasicos de la biologfa en 1907. 
Harrison retiro un pequeno fragmento de tejido del sistema 
nervioso en desarrollo de un embrion de rana y lo coloco en 
una diminuta gota de lfquido linfatico. Observo el tejido al mi- 
croscopio durante los dfas siguientes y encontro que las celulas 
nerviosas no solo permanecfan saludables, sino que muchas de 
ellas desarrollaban procesos que crecfan hacia el medio circun- 
dante. Esta no solo fue la primera ocasion en que las celulas se 
mantuvieron vivas en un cultivo hfstico, sino que el experimento 
aporto evidencia importante de que los axones se desarrollan 
por un proceso de crecimiento y elongation activos. 

La punta de un axon en elongation es muy distinta del res¬ 
to de la celula (vease fig. 9-1 b). A pesar de que la mayor parte 
del axon muestra poca evidencia externa de actividad movil, 
la punta, o cono de crecimiento, se parece a un fibroblasto rep- 
tante de gran movilidad. Un analisis cuidadoso de un cono de 







382 Capitulo 9 EL CITOESQUELETO Y LA MOTILIDAD CELULAR 



FIGURA 9-74 Funciones de la actina y la miosina en el movi- 
miento por lamelipodio de los queratocitos de peces. a y b) 

Micrografias por fluorescencia de un queratocito de pez que se mueve sobre 
una caja de cultivo mediante un lamelipodio ancho y aplanado. La flecha 
muestra la direction del movimiento, que puede ocurrir a velocidades de 10 
pm/min. La distribucion de la actina filamentosa se revela en la parte a que 
muestra la localizacion de la faloidina con marca fluorescente, que solo se 
une con los filamentos de actina. La distribucion de la miosina en la misma 
celula se revela en b que muestra la localizacion de los anticuerpos fluores- 


centes contra miosina. Resulta evidente que el cuerpo del lamelipodio con- 
tiene filamentos de actina, pero carece de miosina. Por su parte, la miosina se 
concentra en una banda que se encuentra justo detras del lamelipodio, donde 
se une con el cuerpo de la celula. c ) Dibujo que ilustra la red filamentosa 
de actina del lamelipodio y las interacciones entre actina y miosina hacia la 
parte posterior del lamelipodio. La red de actina se indica en rojo, las mole- 
culas de miosina, en azul. (Por Alexander B. Verkhovsky, de Tatyana 
M. Svitkina et al.,J Cell Biol 139:397,1997; mediante autorizacion 

DE DERECHOS RESERVADOS DE LA ROCKEFELLER UNIVERSITY PRESS.) 




FIGURA 9-75 Estructura de un cono de crecimiento: la punta movil de 
un axon en crecimiento. a) Imagen de video de un cono de crecimiento 
vivo. La termination se extiende en un lamelipodio aplanado que se arrastra 
hacia adelante sobre el sustrato. Pueden verse microespigas cilmdricas (fle- 
chas) dentro del velo translucido del lamelipodio, asi como procesos finos 
llamados filopodios (puntas de flecha) que se proyectan hacia adelante del 
margen de avance del lamelipodio. La barra representa 5 pm. b) Micrografia 
por fluorescencia del cono de crecimiento de una neurona que muestra los 


filamentos de actina (verde) concentrados en el dominio periferico y los 
microtubulos (naranja) concentrados en el dominio central. Pueden verse 
varios microtubulos que invaden el dominio periferico, donde interactuan 
con haces de filamentos de actina. ( A , tomada de Paul Forscher y Ste¬ 
phen J. Smith, J Cell Biol 107:1508,1988; B , tomada de Feng-Quan 
Zhou, Clare M. Waterman-Storer y Christopher S. Cohan, J Cell 
Biol vol. 157, num. 5, portada, 2002. Ambas mediante autorizacion 

DE DERECHOS RESERVADOS DE LA ROCKEFELLER UNIVERSITY PRESS.) 
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FIGURA 9-76 Movimientos dirigidos de un cono de crecimiento. Imagen 
de video de un cono de crecimiento vivo de una neurona de Xenopus que se 
desvio hacia una protema difundible (netrina-1) liberada de una pipeta cuya 
position se indica con la flecha. (Reimpresa con autorizacion de Elke 
Stein y Marc Tessier-Lavigne, Science 291:1929,2001; © Derechos 

RESERVADOS 2001, AMERICAN ASSOCIATION FOR THE ADVANCEMENT OF 
Science.) 


crecimiento vivo revela varios tipos de procesos locomotrices: un 
lamelipodio aplanado y ancho que se arrastra hacia afiiera sobre 
el sustrato; microespigas cortas y rigidas (fig. 9-7 5a) que apuntan 
hacia afuera, al horde del lamelipodio, y filopodos muy alargados 
que se extienden y retraen en una exhibition continua de activi- 
dad movil. La microscopia con fluorescencia muestra que todas 
estas estructuras en el dominio del cono de crecimiento estan 
llenas de filamentos de actina (ilustrados en verde, fig. 9-7 5b). 
Se presume que estos filamentos de actina son los que explican 
las actividades moviles del cono de crecimiento. Por otro lado, 
los microtubulos llenan el axon y el dominio central del cono de 
crecimiento, lo que brinda soporte al axon delgado que se alarga. 
Se observa que varios microtubulos individuales penetran en la 
periferia rica en actina (mostrada en naranja, fig. 9-7 5b). Estos 
microtubulos penetrantes son muy dinamicos y pueden tener 
una participation importante en la determination de la direc¬ 
tion del crecimiento axonico. 

El cono de crecimiento es una region muy movil de la celu- 
la que explora su ambiente y alarga el axon. Dentro del embrion, 
los axones de las neuronas en desarrollo crecen a lo largo de tra- 
yectos definidos, siguen ciertos rasgos topograficos del sustrato 
o responden a la presencia de ciertas sustancias que se difunden 
en su camino. Los lamelipodios y los filopodos del cono de cre¬ 
cimiento responden a la presencia de estos estimulos fisicos y 


quimicos, lo que hace que los axones que buscan el camino se 
dirijan hacia los factores atrayentes y lejos de los repulsivos. La 
figura 9-76 a muestra una neurona cultivada cuya punta de avan- 
ce hizo un desvio directo hacia una proteina difusible llamada 
netrina, que actua como atrayente para los axones en crecimien¬ 
to dentro del embrion joven. Al final el cableado correcto de 
todo el sistema nervioso depende de la asombrosa capacidad de 
los conos de crecimiento embrionarios para tomar las “decisio- 
nes” de direction correcta que los conducen a los organos bianco 
que deben inervar. 

Cambios en la forma celular durante el desarrollo em- 
brionario Cada parte del cuerpo tiene una forma y una arqui- 
tectura interna caracteristicas que surgen durante el desarrollo 
embrionario: la medula espinal es un tubo hueco, el rinon se for¬ 
ma con tubulos microscopicos, cada pulmon esta compuesto por 
espacios aereos microscopicos, etc. Se necesitan muchas activi¬ 
dades celulares para el desarrollo de la morfologia caracteristica 
de un organo, inclusive cambios programados en la forma celu¬ 
lar. Los cambios presentes en la forma de las celulas se producen 
sobre todo por cambios en la orientation de los elementos del 
citoesqueleto dentro de las celulas. Uno de los mejores ejemplos 
de este fenomeno se ve en las etapas iniciales del desarrollo del 
sistema nervioso. 

Hacia el final de la gastrulacion en los vertebrados, las ce¬ 
lulas externas (ectodermicas) situadas a lo largo de la superficie 
dorsal del embrion se alargan y forman una capa epitelial alta 
llamada placa neural (fig. 9 -11a, b). Las celulas de la placa neural 
se alargan cuando los microtubulos se orientan con sus ejes lon- 
gitudinales en paralelo al eje de la celula (recuadro, fig. 9 -77 b). 
Tras la elongation, las celulas del epitelio neural se constrinen 
en un extremo, lo que hace que las celulas adquieran forma de 
cuna y toda la capa celular se curve hacia adentro (fig. 9-77c). 
Este ultimo cambio en la forma celular se debe a la contraction 
de una banda de microfilamentos que se ensamblan en la region 
cortical de la celula, justo debajo de la membrana celular apical 
(recuadro, fig. 9-77c). Por ultimo la curvatura del tubo neural 
ocasiona que los hordes externos se toquen uno al otro, con lo 
que se forma un tubo cilindrico y hueco (fig. 9 -77d, e) que da 
origen a todo el sistema nervioso del animal. 


REVISION 


1. Liste los diversos tipos de proteinas de union con actina 
y una funcion de cada tipo. 

2. Describa los pasos que da una celula de mamifero que 
se arrastra sobre un sustrato. 

3. Describa la funcion de los filamentos de actina en las 
actividades del cono de crecimiento de una neurona. 
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FIGURA 9-77 Etapas iniciales 
L—J en el desarrollo del siste- 
ma nervioso de los vertebrados. a a d) 

Esquemas de los cambios en la forma 
celular que hacen que una capa de celu- 
las endodermicas aplanadas en la region 
dorsal media del embrion rueden para 
formar un tubo neural. Se cree que el 
cambio inicial en la altura de las celulas 
esta impulsado por la orientacion y la 
elongation de los microtubulos, mien- 
tras que el rodamiento de la placa para 
formar un tubo esta impulsado por las 
fuerzas contractiles generadas por los 
filamentos de actina en los extremos 
apicales de las celulas. e) Micrograffa 
electronica de barrido de un embrion de 
polio durante el plegamiento de la placa 
neural para formar un tubo ( E , cortesia 
de Kathryn W.Tosney.) 



S1NQPSIS 


El citoesqueleto se compone de tres tipos distintos de estructuras 
fibrosas: microtubulos, filamentos intermedios y microfilamen- 
tos (filamentos de actina), que participan en varias actividades 
celulares. Los elementos del citoesqueleto funcionan en conjunto 
como un soporte estructural que ayuda a mantener la forma de la ce- 
lula; como una red interna encargada de colocar los diversos organelos 
en el interior celular, como parte de la maquinaria necesaria para el 
movimiento de materiales y organelos dentro de las celulas, y como 
elementos generadores de fuerza encargados del movimiento celular de 
un sitio a otro (pag. 328). 


Los microtubulos son estructuras tubulares huecas de 25 nm de dia- 
metro que se ensamblan de la proteina tubulina y, ademas del citoes¬ 
queleto, forman parte del huso mitotico, los centriolos y el centro de 
los ciliosy los flagelos. Los microtubulos son polimeros ensamblados 
con heterodimeros alfa-beta de tubulina que se disponen en hileras, o 
protofilamentos. Muchas de las propiedades de los microtubulos, inclu¬ 
sive su flexibilidad, estabilidad y capacidades para interactuar, dependen 
de los miembros de un grupo de protemas relacionadas con los microtu¬ 
bulos (MAP). A causa de su rigidez, a menudo los microtubulos tienen 
una capacidad de soporte similar a la forma en que las vigas de acero 
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soportan un edificio alto. La funcion estructural de los microtubulos es 
mas evidente cuando se examinan procesos muy alargados, como los 
axopodios y los axones, que estan llenos de microtubulos orientados 
en paralelo al eje longitudinal del proceso. Los microtubulos tambien 
participan en actividades tan diversas como el deposito de celulosa en 
la pared de una celula vegetal; el mantenimiento de la posicion de los 
organelos membranosos de la via biosintetica, inclusive el aparato de 
Golgi y el reticulo endoplasmico, y en el movimiento de vesiculas y 
otros materiales entre el cuerpo celular y las terminaciones axonicas de 
la celula nerviosa (pag. 333). 

Tres familias de proteinas motoras estan identificadas y caracteriza- 
das: cinesinas y dineinas, que se mueven a lo largo de los microtu¬ 
bulos, y miosinas, que se mueven a lo largo de los microfilamentos. 

Las proteinas motoras son capaces de convertir la energia quimica al- 
macenada en el ATP en energia mecanica que se emplea para mover 
cargamentos celulares unidos al motor. Las fuerzas se generan cuando 
los cambios en la conformacion de la proteina motora se vinculan con 
un ciclo quimico que implica la union y la hidrolisis de nucleotidos, y la 
liberacion de los productos unidos (pag. 338). 

En la mayoria de los casos, las cinesinas y la dineina citoplasmica 
mueven materiales a lo largo de microtubulos en sentidos opuestos. 

Tanto la cinesina como las dineinas citoplasmicas son grandes proteinas 
motoras con cabezas globulares que interactuan con los microtubulos y 
funcionan como maquinas generadoras de fuerza, y un sitio contrario 
a la cabeza que se une con los tipos especificos de cargamento que se 
transporta. La cinesina mueve materiales hacia el extremo mas de un 
microtubulo, la dineina citoplasmica lo hace hacia el extremo menos. 
La cinesina participa en el movimiento de las vesiculas derivadas del 
reticulo endoplasmico, los endosomas, los lisosomas y los granulos se- 
cretores, y se demostro que es la principal proteina motora que media 
el transporte anterogrado en un axon (del cuerpo celular al final del 
axon) (pag. 339). 

La nucleacion in vivo de los microtubulos se produce en diversos 
centros de organization de microtubulos (MTOC). En las celulas 
animales, los microtubulos del citoesqueleto casi siempre se forman 
en el centrosoma, una estructura compleja que contiene dos centriolos 
con forma de barril rodeados por material pericentriolar electrodenso y 
amorfo. Los centriolos contienen nueve fibrillas espaciadas de manera 
uniforme, cada una de las cuales se forma con tres microtubulos y por 
lo general en pares, cuyos integrantes estan orientados en angulo recto 
uno con respecto al otro. Los microtubulos suelen dispersarse desde el 
material pericentriolar, que contiene los componentes necesarios para 
la nucleacion de los microtubulos. Los microtubulos que forman las 
fibras de un cilio o flagelo se originan del cuerpo basal, que en esencia 
tiene la misma estructura que el centriolo. Los centrosomas, los cuer- 
pos basales y otros MTOC, como la superficie externa de la envoltura 
nuclear de las celulas vegetales, comparten un componente proteico, la 
tubulina gamma, que desempena una funcion clave en la nucleacion de 
los microtubulos (pag. 342). 

Los microtubulos del citoesqueleto son polimeros dinamicos que 
se someten a acortamiento, elongation, desensamble y nuevo 
ensamble. El desensamble del citoesqueleto microtubular puede in- 
ducirse con varios agentes, como colquicina, frio y concentraciones 
elevadas de Ca 2+ . Por lo general los microtubulos del citoesqueleto se 
desensamblan antes de la division celular y las subunidades de tubulina 
se reensamblan como parte del huso mitotico. Este proceso de desen¬ 
samble y reensamble se revierte despues de la division. En cualquier 
momento especifico, algunos microtubulos del citoesqueleto aumentan 
de longitud mientras que otros se encogen. Cuando los microtubulos 
individuales se siguen en el tiempo, se observa que van y vienen por 
fases de crecimiento y acortamiento, un fenomeno que se conoce como 
inestabilidad dinamica. Tanto el crecimiento como el encogimiento 
ocurren sobre todo, si no es que de manera exclusiva, en el extremo mas 
del polimero, el extremo opuesto al MTOC. Los dimeros de tubulina 


polimerizados en un microtubulo contienen una molecula de GTP que 
se hidroliza poco despues de su incorporacion al polimero. Durante 
los periodos de polimerizacion rapida, la hidrolisis del GTP unido a los 
dimeros de tubulina incorporados se retrasa hasta despues de la incor¬ 
poracion de nuevos dimeros, de modo que el extremo del microtubulo 
contiene una tapa de dimeros tubulina-GTP que favorece la adicion de 
mas subunidades y el crecimiento del microtubulo. La concentration 
de Ca 2+ y la presencia de MAP especificas tambien pueden regular el 
ensamble y el desensamble (pag. 345). 

Los cilios y flagelos contienen una estructura central, el axonema, 
que se compone de un conjunto de microtubulos que sostienen el 
organelo que sobresale de la superficie celular y provee la maquinaria 
para generar las fuerzas para la locomotion. El corte transversal per- 
mite ver que un axonema consiste en nueve parejas externas de micro¬ 
tubulos (un microtubulo A completo y un microtubulo B incompleto) 
que rodean a un par de microtubulos individuales. Un par de brazos se 
proyecta del microtubulo A de cada pareja. Los brazos estan formados 
por dineina ciliar, una proteina motora encargada de usar la energia que 
libera la hidrolisis del ATP para generar la fuerza necesaria para el batir 
de los cilios y los flagelos. Esto se logra cuando los brazos de dineina de 
una pareja se unen con el microtubulo B de la pareja vecina y luego 
presentan un cambio de conformacion que ocasiona el deslizamiento 
del microtubulo A, hasta una distancia perceptible. El deslizamiento en 
un lado del axonema se alterna con el deslizamiento del otro lado, de 
manera que parte de cilio o flagelo se dobla primero en una direction 
y luego en la contraria. El deslizamiento de los microtubulos ya se de¬ 
mostro en forma directa mediante la union de cuentas a las parejas de 
axonemas sin membrana para seguir sus movimientos relativos durante 
la reactivation (pag. 349). 

Los filamentos intermedios (IF) son estructuras citoesqueleticas 
parecidas a cuerdas de unos 10 nm de diametro que, segun el tipo 
celular, pueden formarse por varias subunidades proteicas distintas 
capaces de ensamblarse en tipos similares de filamentos. A diferen- 
cia de los microtubulos, los filamentos intermedios estan formados por 
bloques de construction asimetricos (subunidades tetramericas) que se 
ordenan en filamentos que carecen de polaridad. Los IF resisten las 
fuerzas de tension y son hasta cierto punto insolubles; aun asf, como 
los otros dos tipos de elementos citoesqueleticos, son estructuras di- 
namicas que incorporan con rapidez las subunidades con marcas 
fluorescentes que se inyectan en la celula. Se cree que el ensamble y 
el desensamble estan controlados sobre todo por la fosforilacion y la 
desfosforilacion. Parece que los IF proporcionan estabilidad mecanica 
a las celulas y son necesarios para algunas fiinciones especializadas de 
tejidos particulares (pag. 357). 

Los filamentos de actina (o microfilamentos) tienen 8 nm de diame¬ 
tro, estan formados por un polimero helicoidal doble de la proteina 
actina y tienen una funcion primordial en todos los tipos de contrac- 
tilidad y motilidad celular. Segun el tipo de celula y su actividad, los 
filamentos de actina pueden organizarse en conjuntos muy ordenados, 
en redes laxas y poco definidas o en paquetes muy ajustados. A menu- 
do los filamentos de actina se identifican por su capacidad para unirse 
con el fragmento SI de miosina, que tambien revela la polaridad del 
filamento. Aunque ambos extremos de un filamento de actina pueden 
ganar o perder subunidades, el extremo barb ado (o mas) del filamento 
es el sitio preferido para la adicion de subunidades, y el extremo afilado 
(o menos) es el sitio preferencial para la perdida de las mismas. Para 
incorporarse en el extremo creciente de un filamento, una subunidad de 
actina debe estar unida con un ATP, que se hidroliza poco despues 
de su incorporacion. Las celulas mantienen un equilibrio dinamico en¬ 
tre las formas monomericas y polimericas de la actina, el cual puede 
alterarse por cambios en diversas condiciones locales. La participacion 
de los filamentos de actina en un proceso particular es mas facil de 
probar si las celulas se tratan con citocalasina, que fomenta la despoli- 
merizacion del filamento, o con faloidina, que impide el desensamble y 
la participacion en actividades dinamicas (pag. 360). 
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Las fuerzas que se encargan de los procesos dependientes de micro- 
filamentos pueden generarse mediante el ensamble del filamento 
de actina o, mas a menudo, como resultado de la interaction con la 
proteina motora miosina. La propulsion de ciertas bacterias por el 
citoplasma de un fagocito infectado es un proceso impulsado por la 
pdimerization de la actina. Las miosinas casi siempre se dividen en 
dos clases: las miosinas convencionales (tipo II) y las no convencionales 
(tipos I y III a XVIII). La miosina II es el motor molecular que ge¬ 
nera la fuerza en varios tipos de tejidos musculares y tambien diversas 
actividades extramusculares, inclusive la citocinesis. Las moleculas de 
miosina II contienen una larga cola cilfndrica unida a una de las dos ca- 
bezas globulares. Las cabezas se unen al filamento de actina, hidrolizan 
el ATP y experimentan los cambios de conformation necesarios para 
generar la fuerza. Se cree que el cuello actua como brazo de palanca que 
amplifica los cambios en la conformation de la cabeza. La cola fibrosa 
media el ensamble de la miosina en los filamentos bipolares. La mayo- 
rfa de las miosinas no convencionales tiene una sola cabeza y dominios 
de cola variables; se cree que participan en la motilidad celular y el 
transporte de organelos (pag. 363). 

La contraction de una libra de musculo esqueletico se debe al desli- 
zamiento de filamentos delgados de actina al centro de las sarcome- 
ras individuales de una miofibrilla y esta impulsada por las fuerzas 
generadas en los puentes cruzados de la miosina que se extienden a 
partir de los filamentos gruesos. Los cambios que ocurren durante 
el acortamiento de una fibra muscular se reflejan en los cambios en el 
patron de bandas de las sarcomeras, ya que las lfneas Z de las orillas 
de la sarcomera se mueven hacia los bordes externos de las bandas A. 
La contraction se inicia cuando un impulso penetra al interior de la 
fibra muscular junto con los tubulos transversos membranosos, lo que 
estimula la liberation de Ca 2+ de los sitios de almacenamiento en el 
retfculo sarcoplasmico (SR). La union de iones de calcio con las mole¬ 
culas de troponina de los filamentos delgados produce un cambio en la 
conformation que mueve las moleculas de tropomiosina a una position 
que expone los sitios para union con miosina que las subunidades de 


actina del filamento delgado tienen. La interaction posterior entre la 
miosina y la actina inicia el deslizamiento del filamento (pag. 368). 

La movilidad y la contractilidad extramusculares dependen de al- 
guna de las protefnas que se encuentran en las celulas musculares, 
pero se disponen en configuraciones menos ordenadas, mas labiles y 
transitorias. La movilidad extramuscular depende de la actina, casi 
siempre junto con la miosina. La organization y el comportamiento 
de los filamentos de actina dependen de diversas protefnas de union 
con la actina que afectan el ensamble de los filamentos de actina, sus 
propiedades ffsicas y las interacciones entre sf y con otros organelos 
celulares. La lista incluye protefnas que secuestran monomeros de ac¬ 
tina e impiden la polimerizacion; protefnas que forman una tapa en el 
extremo del filamento de una actina, lo que bloquea el crecimiento del 
filamento o causa el desensamble del filamento; protefnas que forman 
enlaces cruzados en los filamentos de actina para formar paquetes, redes 
laxas o gelatinas tridimensionales; protefnas que cortan los filamentos 
de actina, y protefnas que unen los filamentos de actina con la superficie 
interna de la membrana plasmatica (pag. 374). 

Los ejemplos de movilidad y contractilidad extramuscular compren- 
den el arrastramiento de las celulas sobre un sustrato y el crecimiento 
axonico. Por lo general el arrastramiento celular se efectua mediante 
una proyeccion aplanada, similar a un velo, llamada lamelipodio, que se 
forma en el borde de avance de la celula. Cuando el lamelipodio sobre- 
sale de la celula, se adhiere al sustrato subyacente en puntos especfficos 
y esto brinda sitios de anclaje temporal para que la celula se arrastre 
sobre ellos. La protrusion del lamelipodio se acompana de nucleacion 
y polimerizacion de los filamentos de actina y su relation con varios 
tipos de protefnas de union con la actina. Las fuerzas necesarias para la 
protrusion del lamelipodio provienen de la polimerizacion de la actina. 
La punta del axon en crecimiento consiste en un cono de crecimiento, 
que se parece a un fibroblasto movil reptante; contiene varios tipos de 
procesos loco mo to res, como un lamelipodio, microespigas y filopodos. 
El cono de crecimiento explora el ambiente y alarga el axon por el tra- 
yecto apropiado (pag. 377). 


PRE6UNTAS ANAUTICAS 


1. Si se tirara de una miofibrilla de manera que la longitud de las 
sarcomeras aumentara casi 50%, ^que efecto se esperarfa que esto 
tuviera en la capacidad contractil de la miofibrilla? <:Por que? <;Que 
efectos ejercerfa sobre las bandas H, A e I? 

2. ,:Cuales son las tres sustancias radiactivas diferentes que se inyec- 
tarfan en una celula para marcar los microtubulos de una celula sin 
marcar los demas elementos del citoesqueleto? 

3. ,;Cuales son los dos tipos de movilidad extramuscular que per- 
manecerfan intactos por los anticuerpos contra la miosina I y la 
miosina II? <;Por que? 

4. Un centriolo contiene_microtubulos completos, 

y un cilio contiene_microtubulos completos. 

5. Los microtubulos pueden formarse in vitro a partir de tubulina 
unida con analogos de GTP que (a diferencia del GTP) no pue¬ 
den hidrolizarse. <;Que propiedades se esperarfa que tuvieran estos 
microtubulos? 

6. Listar dos cosas que cambiarfan el equilibrio dinamico de una pre¬ 
paration in vitro de tubulina y microtubulos hacia la formation 
de microtubulos. Mencionar dos tratamientos que modificarfan el 
equilibrio en la direction contraria. 

7. Se menciono que el axonema ciliar o flagelar sin membrana es 
capaz de moverse con frecuencia y patron normales. ^Puede con- 


cluirse que la membrana plasmatica no es importante para la fun- 
cion ciliar o flagelar? 

8. Como se ve que las vesfculas citoplasmicas se mueven en ambos 
sentidos dentro de un axon, ,:puede concluirse que algunos micro¬ 
tubulos estan orientados con sus extremos mas hacia la termina¬ 
tion del axon y otros se orientan con la polaridad contraria? <:Por 
que sf o por que no? 

9. ,:Habrfa acuerdo en cuanto a la declaration de que el centrosoma 
desempena una funcion crucial para establecer el ritmo de alarga- 
miento y acortamiento de los microtubulos de una celula animal? 
<;Por que sf o por que no? 

10. Si se comparara la estructura molecular de la cinesina y la miosina, 
que se cree evolucionaron de una proteina ancestral comun, <;que 
partes (cabezas o colas) se esperarfa que tuvieran mas similitud 
entre ellas? <:Por que? 

11. La figura 9-30*2' muestra la apariencia del corte transversal de un 
axonema ciliar cortado en la parte inferior del cilio. <;Que diferen- 
cias tendrfa la imagen de un corte transversal si se hubiera hecho 
muy cerca de la punta de un cilio al principio del movimiento de 
recuperation? 

12. Si una molecula individual de cinesina puede moverse a una velo- 
cidad de 800 nm/seg en una prueba de motilidad in vitro, <;cual es 
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el ritmo maximo de recambio (moleculas de ATP hidrolizadas por 
segundo) mediante uno de los dominios motores de la molecula? 

13. <:Por que supone que puede aprenderse mas respecto a la dinamica 
de los microtubulos con la inyeccion de tubulina fluorescente en 
una celula que con tubulina con marca radiactiva? <:Se podria pen- 
sar en una pregunta que se respondiera mejor con la tubulina con 
marca radiactiva? 

14. Supongase que se descubrio que un raton que carece de copias del 
gen para cinesina convencional no parece mostrar efectos adversos 
y vive hasta la vejez. <;Que se concluiria acerca de la funcion de la 
cinesina en la locomotion intracelular? 

15. <;Que tipo de tejido de vertebrados se esperaria que fuera una ex- 
celente fuente de tubulina?, de actina?, de queratina? <;Que 
proteina cabria esperar que fuera la menos soluble y la mas dificil 
de extraer? <;Que tipos de proteina se esperaria encontrar como 
contaminantes en una preparacion de tubulina?, <;cuales en una 
preparacion de actina? 

16. La actina es una de las proteinas mejor conservadas durante la 
evolution. <;Que significa esto respecto a la estructura y la funcion 
de esta proteina en las celulas eucariotas? 

17. De acuerdo con los datos de secuencias genomicas, la dineina cito- 
plasmica esta ausente en algunas plantas (p. €).,Arabidopsis ) y si se 


encuentra en otras (p. ej., arroz). ,:Sorprende este hallazgo? ,;Que 
mas podria hacerse para confirmar o rechazar esta declaration? 
<;C6mo es posible que las celulas de plantas superiores operen sin 
dineina citoplasmica? 

18. La action de la miosina (fig. 9-61) difiere de la funcion de la ci¬ 
nesina (fig. 9-15) en que una de las cabezas de cinesina siempre 
esta en contacto con un microtubulo, mientras que ambas cabezas 
de la miosina se desprenden por completo del filamento de actina. 
<;De que forma se relacionan estas diferencias con los dos tipos de 
actividades motoras en las que participan estas proteinas? 

19. Se cree que los nucleos de los microtubulos de un axon se forman 
en el centrosoma, luego se cortan de su sitio de nucleacion y se 
mueven hacia el axon. En el texto se menciono que la dineina cito¬ 
plasmica es la encargada del movimiento retrogrado de organelos 
en los axones, aunque tambien se piensa que este mismo motor 
media el movimiento anterogrado de los microtubulos en estos 
mismos procesos celulares. <;C6mo es posible que el mismo motor 
dirigido hacia el extremo menos participe en los movimientos en 
ambos sentidos? 

20. Las proteinas motoras a menudo se describen como mecanoenzi- 
mas. <:Por que? ,;Podria aplicarse este mismo termino virtualmente 
a todas las enzimas? <:Por que si o por que no? 
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E l concepto de gen ha sufrido una notable evolution a medida que los biologos 
han aprendido mas acerca de la naturaleza de la herencia. Los estudios initiates 
revelaron que los genes son factores retenidos a traves de la vida de un orga- 
nismo que pasan a su progenie. Despues de estos hallazgos se puso en evidencia, en la 
siguiente mitad de siglo pasado, que estos factores hereditarios residian en los cromo¬ 
somas y estaban formados por el DNA (acido desoxirribonucleico), una macromolecu- 
la con propiedades extraordinarias. En la figura 10-1 se presenta un panorama amplio 
de algunos de los primeros acontecimientos fundamentales a lo largo de este singular 
viaje de descubrimientos, coronado por la description de la estructura helicoidal doble 
del DNA en 1953. En los decenios que siguieron a este punto de inflexion, una rama 
importante de la biologia molecular comenzo a concentrarse en el genoma, que es el 
cuerpo colectivo de information genetica presente en una especie. Un genoma contiene 
todos los genes necesarios para “construir” un organismo especifico. Durante la ultima 
decada poco mas o menos, la colaboracion de muchos laboratories en todo el mundo 
ha permitido descubrir las secuencias completas de nucleotidos de muchos genomas 
distintos, incluido el de nuestra propia especie y el del chimpance, nuestro pariente vivo 
mas cercano. Por primera vez en la historia del ser humano, disponemos de los medios 
para reconstruir la trayectoria genetica de la evolution humana comparando regiones 
correspondientes del genoma de organismos afines. Es posible descubrir cuales regiones de 
nuestro genoma han sido duplicadas y cuales se han perdido desde que nos separamos 
a partir de un ancestro comun; puede observarse cuales nucleotidos de un gen o de una 


Modelo del DNA que elaboraron James Watson y Francis Crick de la Cambridge University en 1953. El 
recuadro muestra la foto tomada por Rosalind Franklin del patron de difraccion de rayos X de una fibra de 
DNA que sugerla la estructura helicoidal del DNA. (Cortesi'a de Science 8c Society Picture Library, 
Science Museum, London; recuadro: reimpreso con autorizacion de R. E. Franklin y R. G. 
Gosling, Nature 171:740,1953. © 1953 por Macmillan Magazines Limited.) 
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FIGURA 10-1 Sinopsis de los descubrimientos mas importantes de la naturaleza del gen. Cada uno se analiza en este capitulo. 


region reguladora espedficos han sufrido cambio y cuales han 
permanecido constantes; y lo que es mas importante, es posible 
inferir cuales partes de nuestro genoma se han visto sujetas a la 
selection natural y cuales han tenido libertad de derivar al azar 
en el transcurso del tiempo. Tambien ha comenzado a utilizarse 
esta information para descubrir mas acerca de nuestra historia 
como especie: cuando y de donde surgimos, como nos relacio- 
namos unos con otros,y como llegamos a ocupar las regiones de 
la Tierra que habitamos. • 


10.1 EL CQNCEPTQ DE GFN _ 

CQMQ IJNIDAD DE LA HERENCIA 

Como ciencia, la genetica aparecio alrededor del ano 
1860 con el trabajo de Gregor Mendel, un fraile del monaste- 
rio de St. Thomas localizado hoy en dia en la Republica Checa. 
El laboratorio de Mendel fue un pequeno jardin plantado en 
el huerto del monasterio. No se conoce con exactitud que lle- 
vo a Mendel a comenzar sus estudios, pero desde luego tenia 
un claro plan experimental en mente: su objetivo fue casar o 
cruzar plantas de guisante (chicharos) con diferentes caracte- 
risticas hereditarias y determinar el patron por medio del cual 
estas propiedades se transmitian a la descendencia. Mendel 
selecciono al guisante de jardin por diferentes razones practicas, 
sobre todo porque podia obtener una gran variedad de semillas 
que germinarian plantas con rasgos distintos. Mendel decidio 
enfocarse en siete caracteres o rasgos muy definibles, como la 
altura de la planta y el color de sus flores, estos ultimos apareci- 
dos en dos formas alternativas reconocibles con claridad (cuadro 
10-1). Despues de varios anos de cuidadosos estudios, durante 


los cuales cultivo y cruzo sus plantas durante varias generacio- 
nes y conto el numero de individuos que mostraban diferentes 
caracteristicas, Mendel llego a las siguientes conclusiones, que se 
describen con la terminologia genetica actual: 

1. Las caracteristicas de las plantas dependian de factores (o 
unidades) de herencia, que mas tarde llamo genes. Cada 
planta poseia dos copias del gen que controla el desarrollo de 
cada rasgo, una derivada de cada progenitor. Los dos genes 
podian ser identicos o no. De manera posterior, estas dos for¬ 
mas alternativas de genes se conocieron como alelos. Para 
cada uno de los siete rasgos estudiados uno de los dos alelos 
dominaba sobre el otro. Si ambos aparecian juntos en la mis- 
ma planta, el alelo dominante enmascaraba la existencia del 
recesivo. 

2. Cada celula germinativa (o gameto) generada por una planta 
solo tenia una copia del gen correspondiente a cada carac- 


Cuadro 10-1 


Las siete caracteristicas 
de los guisantes de Mendel 


Caracteristica 

Alelo dominante 

Alelo recesivo 

Altura de la planta 

Alta 

Baja 

Color de la semilla 

Amarilla 

Verde 

Forma de la semilla 

Redonda 

Angular (rugosa) 

Color de las flores 

Purpura 

Blanco 

Posicion de las flores 

A lo largo del tallo 

En los extremos 
del tallo 

Color de la vaina 

Verde 

Amarillo 

Forma de la vaina 

Llena 

Arrugada 
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teristica. Un gameto en particular podia contener el alelo 
recesivo o el dominante para cada uno de los rasgos deter- 
minantes, pero no los dos alelos. Cada planta se origina por 
la union de un gameto masculino con uno femenino. Por 
consiguiente, de los alelos que determinan cada rasgo en una 
planta, uno se hereda del progenitor femenino y el otro del 
masculino. 

3. En cada planta los dos alelos que controlan un rasgo perma- 
necen unidos durante toda la vida, pero se separan (o segre- 
gan ) durante la formation de los gametos. Esta referenda es 
la base de la “ley de la segregation” de Mendel. 

4. La separation de los dos alelos correspondientes de un rasgo 
no tiene efecto sobre la separation de los alelos de otro ras¬ 
go, es decir, que son independientes. Por ejemplo, un game¬ 
to especifico puede recibir un gen paterno que controla el 
color de la semilla y un gen materno que controla la forma de 
dicha semilla. Este dato se basa en la “ley de la permutation 
independiente” de Mendel. 

Mendel presento los resultados de su trabajo de investi¬ 
gation a los miembros de la Sociedad de Historia Natural de 
Briinn, Austria; las actas de sus sesiones no registran comentario 
alguno de esta presentation. Mendel publico sus experimentos 
en la revista de dicha entidad en 1866, pero no suscitaron nin- 
gun interes sino hasta el ano 1900,16 anos despues de su muer- 
te. En ese ano, tres botanicos europeos llegaron a las mismas 
conclusiones de manera independiente y los tres descubrieron 
las publicaciones de Mendel olvidadas durante 35 anos en los 
armarios de muchas bibliotecas de toda Europa. 

10.2 CR0M0S0MAS: P0RTAD0RES FISICOS _ 

DE LOS GENES 

Aunque Mendel suministro datos convincentes de que 
factores discretos, o genes, controlaban los rasgos hereditarios, 
en sus estudios no se preocupo en absoluto de la naturaleza fisi- 
ca de estos elementos o su localization dentro del organismo. 
Mendel llevo a cabo su proyecto de investigation sin observa¬ 
tion alguna bajo el microscopio. Durante el tiempo transcurrido 
entre el trabajo de Mendel y su descubrimiento, algunos biolo¬ 
gos se ocuparon de este aspecto de la herencia (las bases fisicas 
de esta dentro de la celula). 

El descubrimiento de los cromosomas 

Alrededor del ano 1880, diferentes biologos europeos observa- 
ban con atencion la actividad de las estructuras celulares recien 
evidenciadas con los microscopios opticos, que mejoraban con 
rapidez. Estos cientificos no conocian el trabajo de Mendel, 
pero concluyeron que cualquier factor que gobernara las carac- 
teristicas heredadas debia pasar de una celula a la otra y de una 
generation a la siguiente. Esta inferencia, por si misma, es fun¬ 
damental; toda la information genetica necesaria para generar y 
conservar una planta o animal complejo debe estar por completo 
dentro de una sola celula. Las observaciones efectuadas sobre 
celulas en division que llevo a cabo el biologo aleman Walther 
Flemming en los primeros anos de la decada de 1880 revelaron 
que los elementos del contenido citoplasmico permanecen en 


una u otra celula hija al azar, lo que dependia solo del piano a 
traves del cual pasara el surco que divide a la celula. Por el con- 
trario, habia al parecer notoria tendencia a que el contenido del 
nucleo se dividiera por igual entre las dos celulas hijas. Durante 
la division celular, el material del nucleo se organizaba en “fila- 
mentos” visibles, que se denominaron cromosomas, termino 
que significa “corpusculos coloreados”. 

Por aquel tiempo se observo el proceso de fecundation y se 
describio el papel de los dos gametos (espermatozoide y ovulo) 
(fig. 10-2). Aunque el espermatozoide es una celula diminuta, se 
sabe que tiene igual importancia genetica que el ovulo, de tama- 
no mucho mayor. ^Que tienen en comun estas dos celulas tan 
diferentes? El nucleo y sus cromosomas son las caracteristicas 
mas distinguibles. La importancia de los cromosomas aportados 
por el elemento masculino se manifesto en el estudio que efec- 
tuo el biologo aleman Theodore Boveri en huevos de erizo de 
mar, fecundados con dos espermatozoides en vez de uno, como 
sucede en condiciones normales. Esta situation, conocida como 
poliespermia, se caracteriza por alteration de la division celular 
y la muerte temprana del embrion. ^Por que la presencia de un 
nucleo adicional del espermatozoide tan pequeno dentro del 
ovocito mucho mas grande tiene tan evidentes consecuencias? El 
segundo espermatozoide dona un grupo adicional de cromoso¬ 
mas y otro centriolo (pag. 342). Estos componentes redundantes 
propician una division celular anormal en el embrion durante la 
cual las celulas hijas reciben diferentes numeros de cromosomas. 
Boveri concluyo que el proceso ordenado del desarrollo normal 
es “dependiente de una combination particular de cromosomas 
y esto solo puede significar que los cromosomas individuales 
deben poseer diferentes cualidades”. Esta fue la primera eviden- 
cia de una diferenciacion cualitativa entre los cromosomas. 


Segundo cuerpo polar 



y & 

(d) (e) (f) 

FIGURA 10-2 Sucesos que ocurren despues de la fecundacion del 
gusano redondo Ascaris , tal y como lo notificaron las investiga- 
ciones clasicas del siglo xix. Los gametos masculino y femenino contienen 
dos cromosomas. La fusion del esperma y el nucleo del huevo (llamado 
pronucleo) en el citoplasma del huevo (entre e y f produce un cigoto que 
contiene cuatro cromosomas. El segundo cuerpo polar que se muestra en 
a es un producto de la meiosis previa, como se describe en la section 14.3. 
(Tomada deT. Boveri, Jenaische Zeit 22:685,1988.) 
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Los sucesos que tienen lugar despues de la fecundation se 
observaron con mas detalle en el gusano redondo Ascaris sp., 
cuyos escasos cromosomas son grandes y faciles de observar, 
sea en el siglo xix o ahora en los laboratories para estudiantes 
de biologia. En 1883, el biologo belga Edouard van Beneden 
observo que las celulas del cuerpo del gusano poseian cuatro 
cromosomas grandes, pero los nucleos masculino y femenino 
presentes en el huevo justo despues de la fecundation (antes de 
la fusion de los dos nucleos) solo poseian dos cromosomas cada 
uno (fig. 10-2). Alrededor de esos anos se describio el proceso 
de la meiosis y en 1887 el biologo aleman August Weismann 
propuso que la meiosis incluia una “division reducida” durante 
la cual el numero de cromosomas disminuia a la mitad despues 
de la formation de los gametos. Si la division de reduction no 
ocurria, y cada gameto contenia el mismo numero de cromoso¬ 
mas, como una celula adulta, entonces la union de los dos game¬ 
tos deberia doblar el numero de cromosomas en las celulas de 
la progenie. El numero de cromosomas deberia duplicarse con 
cada nueva generation, lo cual desde luego no puede suceder. 1 

Cromosomas como portadores 
de la informacion genetica 

El redescubrimiento del trabajo de Mendel y su confirmation 
tuvieron una inmediata influencia en la investigation de la bio¬ 
logia celular. Cualquiera que fuera su naturaleza fisica, los por¬ 
tadores de las unidades de herencia tenian que correlacionarse 
de manera coherente con los principios mendelianos. En 1903, 
Walter Sutton, graduado de la Columbia University, publico un 
articulo en el que destaco de manera directa a los cromosomas 
como portadores fisicos de los factores geneticos de Mendel. 
Sutton observo la formation de celulas en el espermatozoide del 
saltamontes que, al igual que en el de Ascaris sp., tiene cromoso¬ 
mas grandes y de facil observation. En las celulas germinales de 
la gonada masculina ocurren dos tipos de divisiones: la mitotica, 
mediante la cual las espermatogonias producen mas esperma- 
togonias, y la meiotica, durante la que la espermatogonia gene¬ 
ra espermatozoides (vease fig. 14-41). Durante la observation 
de los estados de mitosis del espermatozoide del saltamontes, 
Sutton cuantifico 23 cromosomas. El examen minucioso de la 
forma y tamano de los 23 cromosomas sugirio que se presenta- 
ban en pares “al parecer identicos”. Se distinguieron 11 pares de 
cromosomas junto con un cromosoma adicional, llamado cro- 
mosoma accesorio (con posterioridad se demostro que se trataba 
del cromosoma X determinante del sexo), que no tenia pareja o 
estaba solo. Sutton comprobo que la presencia de pares de cro¬ 
mosomas, o cromosomas homologos como pronto se los deno- 
mino, se correlacionaba perfectamente con los pares de factores 
hereditarios descubiertos por Mendel. 

Cuando Sutton examino los cromosomas en las celulas, 
justo al initio de la meiosis, encontro que los miembros de cada 
par de cromosomas se vinculaban uno con otro y formaban un 
complejo bivalente. Se reconocieron 11 estructuras bivalentes, 
cada una con una linea de relation transversa, en la que los dos 


1 Para recordar algunas de las fases que ocurren durante la meiosis, el lector puede 
consultar la seccion 14.3, que describe los pasos iniciales del ciclo de vida de un 
organismo eucariota. 



FIGURA 10-3 Cromosomas homologos. Esquema de Sutton de los cro¬ 
mosomas homologos del saltamontes macho, vinculados durante la pro- 
fase meiotica para formar bivalentes. Se observan 11 pares de cromosomas 
homologos (a-k) y un cromosoma X no pareado. (Tomada de W. S. 
Sutton, Biol. Bull. 4:24,1902.) 


cromosomas homologos estaban unidos (fig. 10-3). La primera 
division meiotica aseguraba la separation de los dos cromoso¬ 
mas homologos dentro de celulas diferenciadas. Esta fue la divi¬ 
sion de reduction que habia propuesto 15 anos antes Weismann 
en sus trabajos teoricos. De nueva cuenta, se trataba de la base 
fisica de la propuesta de Mendel acerca de la existencia de pare- 
jas de factores hereditarios que permanecen unidos durante toda 
la vida de un individuo, pero que se separan durante la forma¬ 
tion de los gametos. La division de reduction observada por 
Sutton explico algunos otros hallazgos de Mendel: los gametos 
solo contienen una version de cada gen (alelo); el numero de 
alelos que posee cada gameto es igual al numero de alelos con 
el gameto homologo, y los dos gametos que se unen durante 
la fecundation producen un individuo con dos alelos para cada 
rasgo. Empero, aun persistian muchas interrogantes sin respues- 
ta. Por ejemplo, ^como se organizan los genes en los cromoso¬ 
mas? y ^podria determinarse el sitio donde se localizan los genes 
especificos? 

Los cromosomas como grupo de ligamiento Con la mis- 
ma claridad que percibio la relation entre la funcion de los cro¬ 
mosomas y los resultados de Mendel en las plantas de guisantes, 
Sutton hallo tambien un problema fascinante. Mendel observo 
la herencia de siete rasgos y encontro que cada uno se heredaba 
de forma independiente respecto de los otros. Esta fue la base de 
la ley de la permutation independiente de Mendel. Sin embargo, 
si los genes permanecian unidos dentro de los cromosomas, al 
igual que las cuentas de un rosario, entonces un progenitor debia 
pasar cromosomas enteros a su descendencia, esto es, con gru- 
pos de genes. Los genes en un mismo cromosoma debian actuar 
como si estuvieran ligados entre si, es decir, formar parte de un 
mismo grupo de ligamiento. 
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^De que manera los siete rasgos de Mendel se permutaron 
de modo independiente?, <;se encontraban todos sobre diferen- 
tes grupos unidos, esto es, diferentes cromosomas? Si ese fiiera 
el caso, el guisante de jardin debia poseer siete pares diferentes 
de cromosomas homologos. Los genes que controlan cada ras- 
go estudiado por Mendel pueden identificarse en cromosomas 
diferentes o estar separados en el mismo cromosoma y actuar 
de manera independiente (pag. 394). La prediction de Sutton 
acerca de grupos ligados paso pronto de una mera conjetura a un 
hecho. En apenas dos anos se demostro en los guisantes dulces 
que dos rasgos (color de las flores y forma del polen) estaban 
ligados y en poco tiempo se acumularon otros datos de la union 
cromosomica. 

Analisis genetico en Drosophila 

Con rapidez la investigation en genetica se enfoco en un orga- 
nismo particular, la mosca de la fruta, Drosophila sp. (fig. 10-4). 
Dicha mosca tiene un tiempo de generation (desde el huevo 
hasta un adulto sexualmente maduro) de unos 10 dias y puede 
producir mas de 1000 huevecillos en todo el tiempo de vida 
de este organismo. Ademas de ser un animal muy pequeno, de 
modo que es posible manejar un gran numero de estos insec- 
tos, es facil de conservar y aumentar y su mantenimiento es 
muy barato. En 1909, Thomas Hunt Morgan, de la Columbia 
University, lo considero el organismo perfecto e initio lo que 
despues fue el principio de una nueva era en la investigation 
genetica. Cuando comenzo a trabajar con este insecto tuvo una 
gran desventaja: solo disponia de una “cepa” de la mosca, la 
de tipo silvestre. Mendel tuvo tan solo que comparar algunas 
variedades de semillas de guisante, pero Morgan debio gene- 
rar sus propias variedades de mosca de la fruta. Esperaba que 
pudieran surgir variantes del tipo silvestre si criaba moscas en 
suficiente cantidad. Antes de un ano, despues de criar miles de 
moscas, logro su primer mutante, es decir, un individuo con una 



FIGURA 10-4 La mosca de la fruta Drosophila melanogaster. Fotografia de 
una hembra silvestre y un macho con una mutacion que produce ojos blan- 
COS. (CoRTESIA DE STANLEY J. P. IyADURAI.) 


caracteristica hereditaria que lo diferenciaba del tipo silvestre. El 
mutante tenia ojos blancos en lugar de los ojos rojos habituales 
(fig. 10-4). 

Para el ano de 1915, Morgan y sus estudiantes habian 
encontrado 85 diferentes mutantes con una amplia variedad 
de estructuras afectadas. A1 parecer, en algunas ocasiones muy 
raras ocurria un cambio espontaneo, o mutacion, dentro de un 
gen, que se alteraba de manera permanente y podia transmitirse 
de una generation a la siguiente. Demostrar que una alteration 
espontanea en un gen se heredaba tuvo consecuencias mucho 
mas trascendentes que la genetica de Drosophila sp. Esto sugeria 
un mecanismo para el origen de la variation que existe dentro 
de las poblaciones, lo cual fue una evidencia para una relation 
directa con la teoria de la evolution. Si las variantes de los genes 
podian aparecer de manera espontanea, entonces las poblaciones 
aisladas podrian ser diferentes en terminos geneticos las unas de 
las otras y al final dar lugar a nuevas especies. 

Las mutaciones son un suceso necesario para la evolution, 
pero tambien son una herramienta para los genetistas, un signo 
contra el cual se puede comparar el estado silvestre. Conforme 
se aislaron los mutantes de Drosophila sp., se criaron, cruzaron y 
mantuvieron en reserva en el laboratorio. Tal y como se espera¬ 
ba, las 85 mutaciones no se permutaron de manera independien¬ 
te; en lugar de ello, Morgan encontro que pertenecian a cuatro 
diferentes grupos ligados, uno con muy pocos genes mutantes 
(solo dos en 1915). Este dato se relaciona de manera exacta con 
la observation de que las celulas de Drosophila sp. poseen cuatro 
pares de cromosomas homologos, uno muy pequeno (fig. 10-5). 
Pocas dudas persistieron acerca de que los genes residian en los 
cromosomas. 

Entrecruzamiento y recombinacion 

Aunque se confirmo la vinculacion de genes entre grupos liga¬ 
dos, la relation entre alelos sobre el mismo cromosoma era 
incompleta. En otras palabras, alelos de dos genes diferentes, 
como los que codifican las alas cortas y el cuerpo oscuro (como 
en la figura 10-7), que estuvieron en principio presentes o se 



FIGURA 10-5 Las moscas de la fruta tienen cuatro pares de cromoso¬ 
mas homologos, uno de los cuales es muy pequeno. Los dos cromoso¬ 
mas homologos diferentes son los que determinan el sexo. Como los seres 
humanos, las moscas de la fruta macho son XY y las hembras XX. 
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FIGURA 10-6 Visualization de los sitios de entrecruzamiento. Los cromo- 
somas humanos se entrelazan durante la meiosis, como se observa en esta 
micrografia de las celulas meioticas de un lirio. Los puntos en los que se 
cruzan los homologos se denominan quiasmas (flechas) y, como se analiza en 
el capftulo 14, son los sitios donde ocurre el entrecruzamiento en una etapa 
mas temprana. (Cortesia de A. H. Sparrow.) 


hallaban juntos en un cromosoma, no siempre permanecieron 
unidos durante la production de gametos. Las caracteristicas 
maternas y paternas heredadas por un individuo en cromosomas 
homologos separados pueden remezclarse de modo que termi- 
nen en el mismo cromosoma de un gameto. Por el contrario, dos 
caracteristicas que se heredaron juntas en el mismo cromosoma 
podian separarse la una de la otra y colocarse al final en gametos 
separados. 

En 1911, Morgan formulo una explication para la “rotura” 
del ligamento. Dos anos antes, F. A. Janssens observo que cro¬ 
mosomas homologos de los bivalentes se entrelazaban en la etapa 
temprana de la meiosis (fig. 10-6). Janssens habia propuesto que 
esta interaction entre cromosomas maternos y paternos resul- 
taba en la rotura e intercambio de piezas del cromosoma. Con 
base en esta proposition, Morgan sugirio que este fenomeno, 
que denomino entrecruzamiento (o recombination genetica), 
podria explicar la aparicion de la descendencia ( recombinantes) 
de modo tal que surgen combinaciones inesperadas de caracte¬ 
risticas geneticas. Un ejemplo de entrecruzamiento se muestra 
en la figura 10-7. 

Analisis de la descendencia de un gran numero de cruzas 
entre los adultos que portan una variedad de alelos en el mismo 
cromosoma indican que: a) el porcentaje de recombinaciones 
entre un par de genes en un cromosoma, como el color del ojo 
o la longitud de las alas, fue en esencia constante en un experi- 
mento y otro, y b) los porcentajes de recombination entre dife- 
rentes pares de genes, por ejemplo entre el color de los ojos y la 
longitud de las alas en comparacion con el color de los ojos y 
el color del cuerpo, podian ser muy diferentes. 



Par de cromosomas homologos (BbWw) (antes de la meiosis) 
Cuerpo gris . B w fll=,c 1=1 


Gameto normal (BW) 


H) 

w Alas cortas 

Replication y 
formacion de tetradas 



Gameto 

entrecruzado (Bw) 


(b) 


Gameto entrecruzado (bW) Gameto normal (bw) 


-Meiosis 


FIGURA 10-7 El entrecruzamiento proporciona el mecanismo para inter - 
cambiar los alelos de los cromosomas materno y paterno. a) Formacion 
bivalente (tetrada) durante la meiosis que muestra las tres posibles inter- 
secciones del entrecruzamiento (quiasmas, indicadas con flechas rojas). b ) 
Representation simplificada de un entrecruzamiento sencillo en un hete- 


rocigoto de Drosophila ( BbWw ) en el cromosoma numero 2 y los gametos 
resultantes. Si alguno de los gametos entrecruzados participa en la fecun¬ 
dation, la descendencia presenta un cromosoma con una combinacion de 
alelos ausente en un solo cromosoma en las celulas de los progenitores. 
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El hecho de que un par de genes tenga la misma frecuencia 
de recombination en cada cruza sugiere que la position de los 
genes a lo largo del cromosoma (loci) se fijo y no vario de una 
mosca a la siguiente. Si se fija el locus de cada gen, entonces la 
frecuencia de recombination entre dos genes provee una medida 
de la distancia que separa a estos dos genes. Cuanto mayor sea el 
espacio disponible entre dos sitios del cromosoma, mas probable 
es que ocurra la rotura entre esos dos sitios y mayor la frecuen- 
cia de recombination. En 1911, Alfred Sturtevant, un graduado 
de la Columbia University, trabajo en el laboratorio de Morgan, 
concibio la idea de que las frecuencias de recombination podian 
utilizarse para mapear las posiciones relativas de los genes indi- 
viduales a lo largo de un cromosoma especifico. Un ejemplo de 
los principios que operan en este procedimiento de mapeo se 
ilustra en la figura 10-7. En este ejemplo, los genes de la longi- 
tud del ala y el color del cuerpo en Drosophila sp. estan situados 
a una distancia considerable el uno del otro en el cromosoma 
y, por lo tanto, es probable que se encuentren separados por un 
punto de rotura y entrecruzamiento interpuesto. En cambio, los 
genes para el color de ojos y el color del cuerpo estan muy cerca 
el uno del otro en el cromosoma, y en consecuencia es menos 
probable que se desliguen. A partir de las frecuencias de recom¬ 
bination, Sturtevant (que llego a ser uno de los genetistas mas 
prominentes del siglo) comenzo a construir un mapa detallado 
del orden de los genes colocados uno atras de otro de los cuatro 
cromosomas de la mosca de la fruta. Desde entonces se emplean 
las frecuencias de recombination para elaborar mapas cromo- 
somicos de diferentes organismos, desde virus y bacterias hasta 
una gran variedad de especies eucariotas. 


Mutagenesis y cromosomas gigantes 

En la primera etapa de la genetica, la busqueda de mutantes era 
un procedimiento lento y tedioso dependiente de la aparicion 
espontanea de genes alterados. Tras emplear una cepa especial 
de mosca de la fruta disenada para revelar la presencia de alelos 
recesivos, H. J. Muller, de la Indiana University, observo en 1927 
que las moscas sometidas a una dosis subletal de rayos X mos- 
traban una frecuencia 100 veces mayor de mutation espontanea 
respecto de los controles. Este dato tuvo consecuencias notables. 
En la practica, el uso de agentes mutagenos, como los rayos X 
y la radiation ultravioleta, aumento de manera considerable el 
numero de mutantes disponibles para la investigation en gene¬ 
tica. Este hallazgo tambien puntualizo el peligro de incrementar 
el uso de la radiation en los campos de la industria y la medicina. 
En la actualidad, las mutaciones en Drosophila sp. aparecen mas 
a menudo por la adicion de mutagenos quimicos (etilmetano- 
sulfonato) para alimentar a los animales. 

El redescubrimiento de los cromosomas gigantes de ciertas 
celulas de insectos, que efectuo en 1933 Theophilus Painter de la 
University of Texas, ilustra una propiedad basica de los sistemas 
biologicos. Existe una notoria variation entre los organismos, 
no solo a niveles macroscopicos obvios sino tambien a niveles 
celulares y subcelulares (a menudo un tipo particular de celula 
puede ser mucho mas adecuado para cierto tipo de investigation 
en comparacion con todos los demas). Las celulas de la glan- 
dula salival de la larva Drosophila contienen cromosomas casi 
100 veces mas grandes que los observados en la mayor parte de 
otras celulas del organismo (fig. 10-8a). Durante el desarrollo 


de la larva, estas celulas dejan de dividirse, pero mantienen su 
crecimiento. La replication del DNA continua y provee el mate- 



(b) 


FIGURA 10-8 Cromosomas gigantes politenicos de la larva de insectos. 

a) Los cromosomas gigantes politenicos de la glandula salival de una larva 
de la mosca de la fruta muestran varios miles de bandas distintas tenidas de 
color oscuro. Las bandas se han identificado como los loci de genes parti- 
culares. La representation inferior muestra que los cromosomas politenicos 
constan de varias cadenas individuals de DNA. Las bandas tenidas sobre 
los cromosomas corresponden al sitio donde el DNA esta compactado de 
modo mas firme. b ) Micrografia electronica de barrido de un cromosoma 
politenico gigante procedente de una larva de Chironomus que muestra la 
expansion de sitios especificos para formar una “esponja”. Los cromosomas 
esponjados son sitios donde se transcribe el DNA. (. A , tomada de Biolo¬ 
gical Photo Service; B , cortesia de Terry D. Allen y Claus Pelling, 
J Cell Science, portada del vol. 93, parte 4,1989.) 
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rial genetico adicional necesario para conservar los altos nive- 
les de actividad secretora de estas celulas gigantes. Las cadenas 
del DNA duplicado permanecen unidas en un ordenamiento 
perfecto lado con lado (recuadro de la figura 10-8«) y crean un 
cromosoma gigante, tan grande como 1 024 veces el numero de 
cadenas de DNA de los cromosomas normales. 

Estos cromosomas raros, llamados cromosomas politeni- 
cos, tienen detalles visuales abundantes y en ellos se recono- 
cen alrededor de 5 000 bandas cuando se tinen y examinan al 
microscopio. El patron de bandeo es esencialmente constante 
de un individuo al proximo, pero se observan diferencias entre 
los cromosomas de las moscas de diferentes especies del genero 
Drosophila. Painter pronto advirtio que ciertas bandas indivi- 
duales podian correlacionarse con genes especificos. La position 
relativa de los genes sobre los cromosomas gigantes concuerda 
con la position pronosticada en mapas geneticos preparados de 
acuerdo con la frecuencia de recombination, lo que confirma 
de manera morfologica la validez de todo el procedimiento de 
mapeo cromosomico. 

Los cromosomas gigantes de los insectos tambien son utiles 
por esta razon. Al comparar los patrones de bandas de cromo¬ 
somas politenicos de diferentes especies se tiene la oportunidad 
sin igual de investigar cambios evolutivos a nivel del cromosoma. 
Ademas, estos cromosomas no son objetos celulares inertes, sino 
mas bien estructuras dinamicas en las cuales regiones defini- 
das se “esponjan” durante etapas particulares del desarrollo (fig. 
10-8 b). Estos cromosomas esponjados son sitios en los que el 
DNA se transcribe a un nivel muy alto, lo cual representa uno de 
los mejores sistemas disponibles para la visualization directa 
de la expresion de genes (vease fig. 18-21«). 


REVISION 


1. ^Que es un grupo de ligamiento?, ^cual es su relation 
con un cromosoma?, jcomo se puede determinar el 
numero de grupos de ligamiento en una especie? 

2. ^De que manera las mutaciones geneticas ayudan al 
mapeo y localization de genes en el cromosoma? 

3. ^Que se entiende por ligamiento incomplete?, ^que 
relation guarda lo anterior con la formation de parejas 
de cromosomas homologos durante la meiosis? 

4. <;Que hace diferente a un cromosoma politenico de un 
insecto de un cromosoma normal? 


10-5 LA NATURALEZA QUIMICA DEL GEN 

Los genetistas descubrieron las reglas que rigen la trans- 
mision de las caracteristicas geneticas y la relation entre genes y 
cromosomas. En su discurso de aceptacion del premio Nobel de 
1934, T. H. Morgan senalo: “En el nivel en que se encuentran 
los experimentos de genetica no representa diferencia alguna si 
el gen es una unidad hipotetica o una particula material”. Sin 
embargo, en el decenio de 1940 se plantearon nuevas pregun- 
tas, la mas relevante de las cuales fue la siguiente: “<;cual es la 
naturaleza quimica del gen?” Los experimentos que condujeron 
a la resolution de esta pregunta se presentan en la section Vias 


experimentales de este capitulo. Una vez que fue evidente que 
los genes estaban formados por DNA, los biologos se enfrenta- 
ron con una multitud de nuevas preguntas. De estas se ocupa el 
resto del capitulo. 

La estructura del DNA 

Para entender la actividad de una macromolecula compleja (sea 
una proteina, polisacarido, lipido o acido nucleico) es esencial 
conocer la forma en que se integra esta molecula. En el miste- 
rio de la estructura del DNA se concentraron un gran numero 
de laboratorios de Estados Unidos e Inglaterra a principios de 
1950; al final, la incognita la despejaron James Watson y Francis 
Crick de la Cambridge University en 1953. Antes de describir 
su propuesta de la estructura del DNA hay que considerar los 
hechos que estaban disponibles en esos anos. 

Composition de bases Se sabia que la unidad basica para 
construir DNA era un nucleotido (fig. 10-9 a, b ), que consiste 
en un azucar de cinco carbonos conocido como desoxirribosa, al 
cual se fijaba un fosfato esterificado en la position 5' del anillo 
de azucar y una base nitrogenada en el sitio l'. 2 Existen dos 
tipos de bases nitrogenadas presentes en un acido nucleico, las 
pirimidinas, que contienen un solo anillo, y las purinas, las cua¬ 
les poseen dos anillos (fig. 10-9r). El DNA contiene dos dife¬ 
rentes pirimidinas, la timina (7) y la citosina ( C), y dos distintas 
purinas, guanina ( G ) y adenina (A). Se sabia que los nucleotidos 
estaban unidos de forma covalente el uno con el otro y forma- 
ban un polimero lineal o cadena, con un esqueleto compuesto de 
azucares que se alternaban y grupos fosfato unidos por enlaces del 
tipo 3'-5‘'fosfodiester (fig. 10-9c). Se presuponia que las bases uni¬ 
das a cada azucar se proyectaban desde el esqueleto y semejaban 
una columna de estructuras apiladas. 

Los nucleotidos tienen una estructura polarizada: un extre- 
mo donde se localiza el fosfato y se conoce como el extremo 5' 
(“extremo cinco prima terminal”), mientras el otro extremo es el 
3' terminal (fig. 10-9$). Puesto que todos los nucleotidos apila- 
dos de la cadena miran hacia el mismo lado, toda la cadena tiene 
una direction. Un extremo es el 3' y el otro el 5' (fig. 10-9c). 
Los analisis de difraction de rayos X indicaban que la distancia 
entre los nucleotidos de aquellos que estan apilados era de unos 
3.4 A (0.34 nm) y sugerian la presencia de una estructura larga 
repetida cada 3.4 nm. 


2 En este punto es util introducir un poco de terminologia. Una molecula que solo 
contiene una de las cuatro bases nitrogenadas de la figura 10-9 unida a una fraccion 
de azucar pentosa se conoce como nucleosido. Si el azucar es una desoxirribosa, el 
nucleosido es un desoxirribonucleosido. Son cuatro los principales desoxirribonu- 
cleosidos segun sea la base a la cual estan unidos: desoxiadenosina, desoxiguanosina, 
desoxitimidina y desoxicitidina. Si el nucleosido posee uno o mas grupos fosfato 
unidos (por lo regular en la posicion 5', pero de forma alternativa en la posicion 
3'), la molecula es un nucleotido. Hay S'-monofosfato de nucleosido, S'-difosfa- 
to de nucleosido y S'-trifosfato de nucleosido, segun sea el numero de fosfatos en 
la molecula. Los ejemplos de cada uno son el S'-monofosfato de desoxiadenosina 
(dAMP), S'-difosfato de desoxiguanosina (dGDP) y 5 , -trifosfato de desoxicitidi¬ 
na (dCTP). Un conjunto similar de nucleosidos y nucleotidos que participan en 
el metabolismo del RNA contiene el azucar ribosa en lugar de desoxirribosa. Los 
nucleotidos como el ATP utilizados en el metabolismo energetico son moleculas 
que contienen ribosa. 
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(a) 


FIGURA 10-9 Estructura quimica del DNA. a) Modelo de un nucleotido de 
DNA que contiene la base timina; la molecula es S'-monofosfato de desoxi- 
timidina (dTMP). La estructura, similar a una red, representa la densidad 
electronica de los atomos que forman la molecula. b ) Estructura quimica 
de un nucleotido de DNA que contiene la base adenosina; la molecula es 
S'-monofosfato de desoxiadenosina (dAMP). Un nucleotido se compone de 
un nucleosido unido a un fosfato; la porcion del nucleosido de la molecula 
(p. ej., desoxiadenosina) esta encerrada por una linea punteada. c ) Estructu¬ 
ra quimica de un pequeno segmento de una cadena sencilla de DNA que 
representa los cuatro nucleotidos. (. A , reimpresa con autorizacion de 
Arnon Lavie et al., Nature Str Biol 1997;4:604; © 1997 Macmillan 
Magazines Limited.) 


Como se describe en la pagina 422, se penso por muchos 
anos que el DNA poseia una estructura simple de repeticio- 
nes tetranucleotidicas (p. ej., —ATGCATGCATGC—), lo 
cual impidio que se le considerara macromolecula portado- 
ra de informacion. En 1950, Erwin Chargaff de la Columbia 
University notified un notable hallazgo que elimino por fin la 
teoria del tetranucleotido y proporciono informacion de impor- 
tancia vital acerca de la estructura del DNA. Chargaff, creyen- 
do que la secuencia de nucleotidos del DNA era la clave de su 
importancia, determino la cantidad relativa de cada base en 
diversas muestras de DNA, es decir, la composicion de bases de 
las muestras. El analisis de composicion de bases se llevo a cabo 
por hidrolisis de las bases fijas de los azucares, se aislaron estas 
del hidrolizado mediante cromatografia en papel y se cuantifico 
la cantidad de material en cada uno de los cuatro puntos hacia 
los que migraron las cuatro bases. 

Si la teoria del tetranucleotido era correcta, la proportion 
de cada base en un DNA debia ser casi de 25% de la cantidad 
total. Chargaff encontro que la relation de las cuatro bases fue 
muy distinta de un tipo de organismo a otro y a menudo se apar- 
taba en grado notable de la relation 1:1:1:1 predicha para la teo¬ 
ria del tetranucleotido. Por ejemplo, la relation A:G del DNA 
de un bacilo de la tuberculosis fue 0.4, pero la relation A:G del 
DNA humano fue 1.56. La composicion de bases permanecia 
constante en dichas especies sin que el tejido empleado como 
fuente de DNA hiciera diferencia alguna. Dentro de esta gran 
variedad de las bases que componen diferentes especies de DNA 
se descubrio una importante relation medica. En una muestra 
determinada de DNA, el numero de purinas siempre es igual al 


Fosfato 



Esqueleto de fosfato 
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5' terminal 
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numero de pirimidinas. De manera mas especifica, el numero de 
adeninas siempre fue igual al numero de timinas y el numero 
de guaninas siempre semejo al de las citosinas. En otras palabras, 
Chargaff descubrio las siguientes reglas en la composicion de 
bases del DNA: 

[A] = [T], [G] = [C], [A] + [T] * [G] + [C] 

Los datos de Chargaff arrojaron nueva informacion sobre la 
molecula de DNA y le confirio especificidad e individualidad de 
un organismo a otro. Sin embargo, el significado de la equiva¬ 
lence de base todavia no era muy claro. 
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La propuesta de Watson y Crick 

Cuando se analizo la estructura de las protelnas en el capitu- 
lo 2, se subrayo la importancia de las estructuras secundaria y 
terciaria como determinantes de la actividad de la protelna. De 
manera semejante, la informacion acerca de la organization tri¬ 
dimensional de la molecula de DNA fue necesaria para enten- 
der su actividad biologica.Tras utilizar los datos de difraction de 
rayos X (obtenidos por Rosalind Franklin y Maurice Wilkins en 
el Kings College de Londres) y tomar en cuenta la construction 
de modelos aceptables a partir de las estructuras de los cuatro 
tipos de nucleotidos, Watson y Crick propusieron un modelo 
de la estructura del DNA que incluye los siguientes elementos 
(fig. 10-10): 

1. La molecula se integra con dos cadenas de nucleotidos. A 
esta propuesta le siguio casi de inmediato otra erronea de 
Linus Pauling, que sugirio que el DNA se componia de tres 
cadenas de nucleotidos. 

2. Las dos cadenas se enrollan en espiral una alrededor de la 
otra, formando un par de helices derechas. En una helice 
derecha, un observador que mire el eje central de la molecula 
vera que cada cadena sigue una trayectoria en el sentido de 
las manecillas del reloj a medida que se aleja del observador. 


La naturaleza helicoidal del DNA quedo de manifiesto por 
un patron de puntos generado por difraction de rayos X de 
Franklin (como se muestra en la pagina 388), el cual se le 
mostro a Watson durante su visita al Kings College. 

3. Las dos cadenas comprenden una doble helice que discurre 
en direction opuesta, esto es, son antiparalelas. Esto significa 
que si una cadena esta alineada en la direction 5' —> 3', la 
cadena companera debe estar alineada en direction 3' -» 5'. 

4. El esqueleto (azucar-fosfato-azucar-fosfato) se localiza en 
el exterior de la molecula con dos grupos de bases que se 
proyectan hacia el centra. Los grupos fosfato confieren a la 
molecula carga negativa. 

5. Las bases ocupan pianos mas o menos perpendiculares al 
eje longitudinal de la molecula y por lo tanto se colocan una 
sobre otra como platos apilados. Las interacciones hidrofo- 
bas y las fuerzas de van der Waals (pag. 35) entre las bases 
planares apiladas suministran estabilidad a la molecula del 
DNA. Las vueltas helicoidales y los pares de bases planares 
en su conjunto confieren a la molecula la semejanza de una 
escalera de caracol. Esta construction es evidente en la foto- 
grafia que aparece al principio de este capitulo, que muestra 
el modelo original de Watson y Crick. 

6. Las dos cadenas se conservan unidas mediante puentes de 
hidrogeno entre las bases de una cadena y sus correspon- 
dientes bases sobre la otra cadena. Un puente de hidrogeno, 




FIGURA 10-10 La doble helice. a) Representation esquematica de la doble tesi'a de Nelson Max, Lawrence Livermore National Laboratory 
helice del DNA. h ) Modelo de espacio lleno de la forma B del DNA ( B , cor- y Department of Energy.) {continua) 
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FIGURA 10-10 La doble helice (continuation), c) Pares de bases de Watson 
y Crick. El modelo original mostraba tanto el par A-T como el G-C con 
dos enlaces de hidrogeno; el tercer enlace de hidrogeno en el par G-C fixe 
identificado despues por Linus Pauling, d) Micrografia electronica de un 
DNA liberado de la cabeza de un bacteriofago T2. Esta molecula de DNA 


lineal (notense los dos extremos libres) mide 68 pm de longitud, cerca de 
60 veces mas larga que la cabeza del fago en la cual esta contenida. (C, 
TOMADA DE D. VoET Y J. G. VOET, BIOCHEMISTRY, 2d ED.; © 1995, JOHN 
Wiley &. Sons, Inc., reimpresa con autorizacion; D , cortesia de A. 
K. Kleinschmidt et al., Biochim Biophys Acta 61:861,1962.) 


separation de las cadenas de DNA durante ciertas funcio- 
nes. Al mismo tiempo, la fuerza de los puentes de hidrogeno 
es aditiva, de modo que un gran numero de ellos mantiene 
las cadenas juntas y confieren la estabilidad a la doble helice 
de la molecula de DNA. 

7. La distancia del esqueleto del atomo de fosfato al centra del 
eje es de 1 nm (en consecuencia, el ancho de la doble helice 
es de 2 nm). 

8. Una pirimidina en una cadena esta siempre apareada con 
una purina en la cadena complementaria. Este ordenamien- 
to produce una molecula que es de 2 nm de ancho a lo largo 
de toda su estructura. 

9. Los atomos de nitrogeno unidos al cuarto carbono de la 
citosina y al sexto de la adenina muestran de manera predo- 
minante la configuracion amino (NH 2 ) (fig. 10-9r) y no la 
forma imino (NH). De manera similar, los atomos de oxi- 
geno unidos al carbono sexto de la guanina y el cuarto de 
la timina de modo predominante muestran configuracion 
ceto (C = 0) en vez de enol (C—OH). Estas restricciones 
estructurales de la configuracion de las bases sugieren que 
la unica purina capaz de unirse a la timina desde el punto 
de vista estructural es adenina y que la guanina es la unica 


purina capaz de unirse a la citosina. Por lo tanto, los unicos 
pares posibles son A-T y G-C (fig. 10-10r), que satisfacen 
de manera perfecta el analisis previo de la composition de 
bases efectuado por Chargaff. Debido a que los pares 
de bases A-T y G-C tienen la misma geometria (fig. 
10-10f), no hay restricciones acerca de la secuencia de bases; 
una molecula de DNA puede tener cualquiera de una varie- 
dad ilimitada de secuencias de nucleotidos. 

10. Los espacios entre los giros que forman la helice crean dos 
surcos de diferente amplitud (un surco mas amplio llamado 
surco mayor y uno mas estrecho denominado surco menor) 
que rodean en espiral la superficie externa de la doble helice. 
Las proteinas que se unen al DNA ocupan a menudo sus 
surcos. En muchos casos, una proteina unida a un surco es 
capaz de leer la secuencia de nucleotidos a lo largo del DNA 
sin tener que separarse de las cadenas. 

11. La doble helice realiza una vuelta completa cada 10 residuos 
de nucleotido (3.4 nm) o 150 vueltas por cada millon de 
daltones de masa molecular. 

12. Debido a que una A en una cadena esta siempre unida a 
una T en la otra cadena, y una G a una C, la secuencia de 
nucleotidos de las dos cadenas esta siempre fija en relation 
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con la otra. Debido a esta relation, se dice que las dos cade- 
nas de la doble helice son complementarias entre si. Por 
ejemplo, una A es complementaria de una T, 5'-AGC-3' 
es complementaria de 3'-TCG-5' y una cadena entera es 
complementaria de la otra. Como se menciona mas ade- 
lante, la complementariedad es de gran importancia en casi 
todas las actividades y los mecanismos en los cuales intervie- 
nen los acidos nucleicos. 

La importancia de la propuesta de Watson y Crick Desde 
la primera vez que los biologos consideraron al DNA como 
material genetico, definieron tres fiinciones principales que 
debia cumplir (fig. 10-11): 

1. Almacen de la information genetica. Como material genetico, 
el DNA debe contener un registro grabado de instrucciones 
que determina todas las caracteristicas heredables que un 
organismo puede exhibir. En terminos moleculares, el DNA 
debe contener la informacion para el orden especifico de 
aminoacidos de todas las proteinas que sintetiza el organis¬ 
mo. 

2. Replicationy herencia. El DNA debe contener la informa¬ 
cion para la sintesis de nuevas cadenas de DNA (replication). 
La replication del DNA permite que las instrucciones gene- 
ticas se transmitan de una celula a sus celulas hijas y, de esta 
forma, de un individuo a su descendencia. 

3. La expresion del mensaje genetico. El DNA es mas que un 
centra de almacenamiento; tambien funge como director de 
la actividad celular. Por consecuencia, la informacion codi- 
ficada del DNA tiene que expresarse de alguna forma que 
tome parte en los sucesos internos de la celula. De manera 
mas especifica, la informacion del DNA debe usarse para 
dirigir el orden por medio del cual los aminoacidos espetifi- 
cos se incorporan dentro de una cadena polipeptidica. 

El modelo de la estructura del DNA de Watson y Crick 
fue de suma importancia para conocer de que manera se lleva- 
ban a cabo las dos primeras de estas tres funciones geneticas. El 
modelo apoyaba las presuposiciones de que la informacion con- 
tenida en el DNA residia en una secuencia lineal en sus bases. 
A cada gen corresponde determinado segmento de DNA. La 
secuencia especifica de nucleotidos en dicho segmento dictaria 
la secuencia de aminoacidos en el polipeptido correspondiente. 
Un cambio de la secuencia lineal de los nucleotidos de dicho 
segmento provocaria una mutation hereditaria en dicho gen. Se 
penso que las diferencias en la secuencia nucleotidica formaban 
la base de la variation genetica, entre individuos de una especie 
o entre las mismas especies. 

Del mismo modo que para la segunda funcion, la publica¬ 
tion initial de la estructura del DNA de Watson y Crick incluyo 
la propuesta que explicaba como podria replicarse esta molecula. 
Estos investigadores sugirieron que durante la replication los 
enlaces de hidrogeno que mantienen a las dos cadenas de helices 
de DNA deberian romperse de manera secuencial, lo que ocasio- 
naria una separation gradual de las cadenas (como la separation 
de las dos mitades de una cremallera). Cada una de las cadenas 
separadas, con sus bases de nitrogeno expuestas, deberia enton- 
ces servir como wra plantilla o molde que dirigiera el orden en 
el cual los nucleotidos complementarios se ensamblarian para 
formar la cadena complementaria. Cuando el proceso se com- 
pleta deben generarse dos moleculas de DNA de doble cadena 
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Polipeptido 
en sintesis 


FIGURA 10-11 Tres funciones necesarias del material genetico. a) El DNA 

debe contener la informacion que codifica las caracteristicas hereditarias. 

b ) El DNA debe reunir la informacion que dirige su propia duplication. 

c ) El DNA debe alojar la informacion que dirige el ensamble de proteinas 
especificas. 


que son: a) identicas la una a la otra y b) identicas a la molecula 
del DNA original. De acuerdo con la propuesta de Watson y 
Crick, cada doble helice de DNA deberia contener una cadena 
de la molecula de DNA original y una cadena sintetizada de 
nueva cuenta (vease fig. 13-1). Como se describe en el capitulo 
13, la propuesta de Watson y Crick predijo el mecanismo de 
duplication del DNA. De las tres funciones primarias mencio- 
nadas antes, solo un mecanismo de control del ensamblado del 
DNA para formar una proteina especifica permanecio en el mas 
absoluto misterio. 

La dilucidacion de la estructura del DNA no solo fue 
importante por si misma, sino que tambien estimulo la inves¬ 
tigation de toda la actividad donde debia participar material 
genetico. Una vez aceptado el modelo estructural, la teoria del 
codigo genetico, la sintesis del DNA o la transferencia de infor¬ 
mation debian concordar con dicha estructura. 
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DNA superenrollado 

En 1963, Jerome Vinograd y colaboradores del California 
Institute of Technology descubrieron que dos moleculas de DNA 
circular de identica masa molecular podian demostrar grados 
muy diferentes de sedimentation durante la centrifugation (sec¬ 
tion 18.10). Analisis posteriores indicaron que la molecula de 
DNA que se sedimenta con mayor rapidez tiene una forma mas 
compacta debido a que la molecula se enrollo sobre si misma (fig. 
10-12«, b), algo muy parecido a una liga cuyos dos extremos se 
enrollan en direcciones opuestas o un cable de telefono enrollado 
sobre si mismo luego de usarse. Este estado del DNA se cono- 
ce como superenrollado. Asi el DNA es mas compacto que su 
contraparte relajada, ocupa menos volumen y se mueve mas rapi- 
do en un campo de fuerza centrifuga o electrica (fig. 10-12c). 

La estructura superenrollada se entiende mejor cuando se 
traza un tramo de la doble helice de DNA sobre una superfi- 
cie plana. En estas condiciones, una molecula posee el numero 
estandar de 10 pares de bases por vuelta de helice y se dice que 
esta relajada. Si los extremos de las dos cadenas se fusionaran para 
formar un circulo, el DNA aun permaneceria relajado. Sin embar- 



(a) (b) (c) 


FIGURA 10-12 DNA superenrollado. a y b) Micrografias electronicas que 
muestran las diferencias de conformacion entre una forma relajada, una 
molecula circular de un fago de DNA a y el mismo tipo de molecula en 
un estado superenrollado b. c) Cuando una mezcla de moleculas de DNA 
SV40, relajadas o superenrolladas, se somete a electroforesis en gel, la for¬ 
ma superenrollada del DNA altamente compactado (en la base del gel) se 
mueve con mucha mayor rapidez que la forma relajada. Las moleculas de 
DNA se visualizan por tincion del gel con bromuro de etidio, una molecula 
fluorescente que se inserta en la doble helice. (. A y B, cortesia de James 
C. Wang; C, tomada de Walter Keller, Proc Nat’l Acad Sci USA 
72-2553,1975.) 


go, considerese lo que pasaria si antes de unir los dos extremos se 
torciera la molecula. Si se tuerce el DNA a lo largo y en direction 
opuesta a la cual estan enrollados los dobletes, la molecula tiende 
a desenrollarse. Una molecula de DNA desenrollada tiene mayor 
numero de pares de bases por vuelta de helice (fig. 10-13). Debido 
a que la molecula es mas estable con 10 residuos por vuelta, tiende 
a oponerse al esfuerzo para desenrollarla, vuelve a enrollarse sobre 
si misma y posee una conformacion superenrollada (fig. 10-13). 

Se dice que el DNA superenrollado es negativo cuando se 
genera por desenrollamiento y positive cuando se forma por retor- 
cimiento excesivo. El DNA circular presente en la naturaleza 
(p. ej., mitocondrial, viral, bacteriano) invariablemente presenta 
conformacion de superenrollamiento negativo. El enrollamien- 
to excesivo no se restringe al DNA circular pequeno, sino que 
tambien ocurre en el DNA lineal eucariota. Por ejemplo, el 
superenrollamiento negativo tiene un papel clave para permitir 
que el DNA de los cromosomas se compacte y llene los con¬ 
fines del pequeno nucleo celular (section 12.1). Puesto que el 
DNA superenrollado de forma negativa esta destorcido, ejerce 
una presion que separa las dos cadenas de la helice, la separation 
que se requiere durante la replication (sintesis de DNA) y la 
transcription (sintesis de acido ribonucleico, RNA). 

Las celulas dependen de enzimas para cambiar el estado de 
superenrollamiento del DNA duplex. Estas enzimas se cono- 
cen como topoisomerasas debido a que cambian la topologia 
del DNA. Las celulas contienen diferentes topoisomerasas, las 
cuales se pueden dividir en dos clases. Las topoisomerasas de tipo 
I cambian el estado de superenrollamiento de la molecula de 
DNA tras crear una rotura transitoria en una cadena del duplex. 
Un modelo para el mecanismo de action de la topoisomerasa I 
humana se muestra en la figura 10-14«. La enzima corta una cade¬ 
na del DNA y entonces permite que la cadena intacta comple- 
mentaria sufra una rotation controlada, la cual relaja la molecula 
superenrollada. La topoisomerasa I es esencial para los procesos 
como la replication de DNA y la transcription. Funcionan 
estas actividades porque previenen el superenrollamiento exce¬ 
sivo que se desarrolla por las cadenas complementarias de un 
duplex de DNA separado y desenrollado (como se ilustra en la 



FIGURA 10-13 DNA desenrollado. La molecula del DNA de la izquierda 
esta desenrollada; tiene un promedio de 10 pares de bases por vuelta de una 
helice. Una molecula desenrollada de manera espontanea asume una con¬ 
formacion superenrollada negativa, como se muestra a la derecha. 








10.3 LA NATURALEZA QUIMICA DEL GEN 401 



Segmento T 

jyooso&xs. 



in 


( 2 ) 



(c) 




figura 13-6). Las topoisomerasas tipo 7/hacen una rotura transi- 
toria en ambas cadenas del DNA duplex. Otro segmento de la 
molecula del DNA (o una molecula separada por completo) se 



(d) 


FIGURA 10-14 Las topoisomerasas del DNA. a ) Un modelo que ilustra la 
action de la topoisomerasa I humana. La enzima ha cortado una de las cade¬ 
nas de DNA, la cual gira alrededor del enlace fosfodiester en la cadena intac- 
ta. La cadena cortada vuelve entonces otra vez a religarse. (Nota: el dibujo 
muestra una topoisomerasa de tipo IB; las enzimas de tipo IA encontradas en 
bacterias actuan por un mecanismo diferente.) b) Un modelo molecular basa- 
do en cristalografia de rayos X muestra la action de la topoisomerasa II. En el 
paso 1, la enzima dimerica tiene una conformation “abierta” lista para unirse 
al segmento G del DNA, asf nombrado porque establece el punto de partida 
a traves del cual pasa el segmento T-DNA (o DNA transportado). En el paso 
2, la enzima ha sufrido un cambio conformational cuando se une al segmento 
G. En los pasos 3 y 4, la enzima se une a una molecula de ATP, el segmen¬ 
to G se corta y el segmento T se traslada a traves de la “compuerta” abierta. El 
estado de rotura representa un intermediario hipotetico que lleva hacia afuera 
el paso en el cual el segmento T se transporta a traves del segmento G. En 
este estado, ambos extremos cortados del segmento G estan unidos de manera 
covalente a la enzima. En el paso 5, los dos extremos del segmento G se unen 
de nueva cuenta y el segmento T se libera. Se ha propuesto que la hidro- 
lisis de ATP y la liberation de ADP y fosfato inorganico ocurren a medida 
que el estado de inicio se regenera, c) Tipos de reacciones que pueden catalizar 
las topoisomerasas. La parte 1 ilustra las reacciones de superenrollamiento y 
relajacion; la parte 2 las reacciones de anudacion y desanudacion; la parte 3 las 
reacciones de formation de concatameros y desconcatenacion. d) Micrograffa 
electronica de un par de moleculas de DNA circulares interconectadas (con- 
catenadas). Las moleculas de este tipo se acumulan en bacterias que carecen 
de una topoisomerasa especifica. (A, reimpresa con autorizacion de D. A. 
Koster, et al., Nature 434:671,2005; © copyright 2005, Macmillan 
Magazines Ltd; B, reimpresa con autorizacion deJ.M. Berger et al., 
Nature 379:231,1997; © copyright 1997, Macmillan Magazines Ltd; 

D, TOMADA DE NICHOLAS CoZZARELLI, CELL VOL. 71, PORTADA DEL NUM. 2, 

1992; con autorizacion de Cell Press.) 


transporta entonces a traves de la rotura y las cadenas se unen 
de nueva cuenta. Como es de esperar, este mecanismo de action 
tan complejo se acompana de una serie de cambios conforma- 
cionales notorios que se representan en el modelo de la figura 
10-147. Estas enzimas son capaces de algunos “trucos” impor- 
tantes. Ademas, dado que son capaces de superenrollar y relajar 
el DNA (fig. 10-14c, panel 1), las topoisomerasas tipo II pueden 
enlazar a una molecula de DNA en nudos o desanudar el DNA 
(fig. 10-14c, panel 2). Estas enzimas tambien pueden ocasionar 
que una poblacion de tirculos de DNA independientes se una 
( encadene) o separe al conectar tirculos dentro de componen- 
tes independientes (fig. 10-14r, d). La topoisomerasa tipo II se 
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requiere para separar las moleculas de DNA antes de que los 
cromosomas se dupliquen para separarse durante la mitosis. Las 
topoisomerasas humanas del tipo II son un bianco para diferen- 
tes farmacos (p. ej., etoposido y doxorrubicina), que se unen a 
la enzima para prevenir el corte de las cadenas del DNA y que 
estas se unan en realidad. Debido a que trabajan de esta forma, 
en poco tiempo estos medicamentos destruyen de manerapri- 
maria las celulas que se dividen y de esta forma se emplean para 
el tratamiento contra el cancer. 


REVISION 


1. <;Que significa que una cadena de DNA tenga pola- 
ridad, las dos cadenas sean antiparalelas, la molecula 
posea un surco mayor y uno menor y las cadenas sean 
complementarias? 

2. ,;Cual es la relation entre los analisis de la composition 
de bases del DNA que realizo Chargaff y la estructura de 
la doble helice? 

3. ^Como difieren la estructura del DNA subenrollada de 
la enrollada y como las dos clases de topoisomerasas? 


10.4 LA ESTRUCTURA DEL GENOMA _ 

El DNA es una macromolecula: un ensamblaje de un 
gran numero de atomos que permanecen unidos en un ordena- 
miento definido cuya estructura tridimensional puede precisarse 
mediante tecnicas como la cristalografia de rayos X. Empero, el 
DNA tambien es un almacen de information, lo cual es mas difi- 
cil de describir en terminos moleculares. Si, como se ha senalado 
antes, un gen corresponde a un segmento particular de DNA, la 
suma de la information genetica que un organismo individual 
hereda de sus padres es equivalente a la suma de todos los seg- 
mentos de DNA presentes en el huevo fecundado que inicia la 
vida. Todos los sujetos que integran una poblacion de especies 
muestran el mismo grupo de genes, si bien los diferentes indivi- 
duos poseen de modo invariable ligeras diferencias (alelos) de 
muchos de estos genes. De esta forma, cada especie de organismo 
muestra un contenido unico de information genetica, el cual se 
conoce como genoma. Para los seres humanos, el genoma es 
equivalente en esencia a toda la information genetica presente en 
un solo grupo (haploide) de los cromosomas humanos, que inclu- 
ye 22 autosomas diferentes y los cromosomas sexuales X y Y. 
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FIGURA 10-15 Desnaturalizacion termica de DNA. Se muestra una curva 
de desnaturalizacion termica para el DNA del bacteriofago T6 nativo en 

O. 3 M de citrato de sodio. La separacion de las cadenas del DNA ocu- 
rre en lfmites muy estrechos de temperatura, en particular para los DNA 
simples de virus pequenos. La temperatura que corresponde a la mitad del 
incremento de la absorbancia se denomina 7\ (Tomada de J. Marmur y 

P. Doty,J Mol Biol 3:593,1961; © 1961, con autorizacion del editor 
de Academic Press.) 


dos cadenas de DNA empiezan a separarse. Con pocos grados, 
el proceso suele ser completo y la solution contiene molecu¬ 
las de cadena sencilla que se separan del todo de sus cadenas 
originales. Por lo general se cuantifica el progreso de la desna¬ 
turalizacion termica (o fusion del DNA) por el incremento de 
la absorbancia de radiation ultravioleta por el DNA disuelto. 
Una vez que las dos cadenas de DNA se separan, las interaccio- 
nes hidrofobas que resultan de las bases se reducen de manera 
notoria, con cambios en la estructura electronica de las bases y 
mayor absorbancia de la radiation ultravioleta. El aumento de 
la absorbancia que acompana a la desnaturalizacion del DNA 
se muestra en la figura 10-15. La temperatura que corresponde 
a la mitad del cambio de la absorbancia se llama temperatura de 
fusion (Tf). El alto contenido de GC (%G + %C) en el DNA 
tiene una alta T . Este incremento de la estabilidad del conteni¬ 
do GC en el DfsIA refleja la presencia de puentes de hidrogeno 
adicionales entre las bases en comparacion con los pares de AT 
(fig. 10-10c). 


La complejidad del genoma 

Para entender como se determina la complejidad del genoma, es 
necesario primero considerar una de las propiedades mas rele- 
vantes de la doble helice de DNA: su capacidad para separar¬ 
se en las dos cadenas que lo componen, una propiedad que se 
denomina desnaturalizacion. 

Desnaturalizacion del DNA Como lo sugirieron por pri- 
mera vez Watson y Crick, las dos cadenas de una molecula de 
DNA estan unidas por medio de enlaces debiles no covalentes. 
Cuando el DNA se disuelve en solution salina y esta se somete 
a calentamiento lento, se alcanza cierta temperatura cuando las 


Renaturalizacion del DNA La separacion de las dos cadenas 
de DNA duplex por calentamiento no es un hallazgo inespera- 
do, pero la revinculacion de cadenas sencillas en moleculas esta- 
bles de doble cadena con una correcta union de pares de bases 
parece casi inconcebible. Sin embargo, en 1960 Julius Marmur 
y colaboradores de la Harvard University encontraron que si 
enfriaban con lentitud una solution de DNA bacteriano desna- 
turalizado por calentamiento, el DNA obtenia de nueva cuenta 
las propiedades de doble helice, es decir, absorbia menos radia¬ 
tion ultravioleta, otra vez funcionaba como el material genetico 
y era capaz de transformar celulas bacterianas (como se analiza 
en la pagina 423). A partir de estos estudios se hizo evidente de 
esta forma que las moleculas complementarias de cadena senci- 
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11a de DNA serian capaces de reagruparse, un suceso denomi- 
nado renaturalizacion. Este hallazgo ha probado ser una de las 
observaciones mas valiosas jamas hechas en la biologla molecu¬ 
lar. Por un lado, la renaturalizacion ha servido como base para 
la investigation de la complejidad del genoma, un tema que se 
describe en la siguiente section. Por otra parte, la renaturaliza- 
cion ha llevado al desarrollo de una metodologia conocida como 
hibridacion de dados nucleicos, en la cual las cadenas complemen- 
tarias de acidos nucleicos obtenidas de diferentes fuentes pueden 
mezclarse para formar moleculas de cadenas dobles (hibridas). 
Ejemplos de estos senalamientos se han respondido luego de 
permitir que las cadenas sencillas de acidos nucleicos se hibriden 
como se discute mas adelante en el capitulo (pag. 407) y como lo 
ilustra la figura 10-19. La hibridacion de acidos nucleicos juega 
un papel clave en la biotecnologia moderna, incluidas la secuen- 
ciacion, donation y amplification del DNA. 

La complejidad de los genomas viralesy bacterianos Son 
varios los factores que determinan la frecuencia de renaturaliza¬ 
cion de una preparation de DNA. Estos son los siguientes: a) 
la fuerza ionica de la solution, b) la temperatura de incubation, 
c) la concentration de DNA, d) el periodo de incubation y e) 
el tamano de las moleculas que interactuan. Con base en estos 
factores hay que considerar que sucederia si se comparara el gra- 
do de renaturalizacion de tres DNA diferentes, cada uno con 
el genoma entero de: a) un virus pequeno, por ejemplo, MS-2 
(4 x 10 3 pares de nucleotidos); b) un virus grande, como T4 (1.8 
x 10 5 pares de nucleotidos), y c) una celula bacteriana como 
E. co/i (4.5 X 10 6 pares de nucleotidos). La diferencia primaria 
entre estos DNA es su longitud. Para comparar su renaturaliza¬ 


cion es importante que las moleculas que reaccionan tengan una 
longitud equivalente, por lo general unos 1000 pares de bases. 
Las moleculas de DNA pueden fragmentarse en pequenas pie- 
zas de diferentes maneras, una de las cuales consiste en forzar 
el paso de estas moleculas a traves de un orificio por medio de 
alta presion. 

Cuando se permite que estos tres tipos de DNA, todos pre- 
sentes con la misma longitud y concentration (p. ej., mg/ml), se 
vuelvan a reunir, lo hacen a diferente velocidad de union (fig. 
10-16). El genoma mas pequeno tiene una desnaturalizacion 
mas rapida. La razon debe ser aparente cuando se considera la 
concentration de las secuencias complementarias en las tres pre- 
paraciones. Debido a que las tres preparaciones poseen la misma 
cantidad de DNA en un volumen particular de solution, es posi- 
ble inferir que cuanto menor sea el tamano del genoma, mayor 
es el numero de genomas en un peso particular de DNA y mas 
probable la colision entre los fragmentos complementarios. 

La complejidad de los genomas eucariotas La renatura¬ 
lization de los DNA viral y bacteriano se adecua a una curva 
simetrica y sencilla (fig. 10-16). La curva de renaturalizacion 
tiene esta forma porque todas las secuencias estan presen- 
tes con la misma concentration (salvo unas cuantas secuen- 
cias del DNA bacteriano). Por consiguiente, en esa poblacion 
cada secuencia de nucleotidos tiene una buena probabilidad 
de encontrar su pareja en un tiempo determinado respecto de 
cualquier otra secuencia. Diferentes estudios de mapeo genetico 
sugieren que el DNA de un cromosoma contiene un gen tras 
otro en disposition lineal y permiten pronosticar este resultado. 
Los datos de genomas virales y bacterianos contrastan notable- 
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FIGURA 10-16 La cinetica de la renaturalizacion de los DNA viral y bacte¬ 
riano. Las curvas muestran la renaturalizacion de cadenas seccionadas de 
DNA de dos virus (MS-2 y T4) y una bacteria (E. coli). (La formation 
de DNA de doble cadena se traza contra C Q /, que es un termino que combi- 
na dos variables, el tiempo de incubation y la concentracion de DNA. Una 
solucion con elevada concentracion de DNA incubado por breve tiempo 
tiene la misma C Q /, tanto como una de baja concentracion incubada en un 
lapso mayor; ambas muestran el mismo porcentaje de DNA reunido.) El 
tamano del genoma, es decir, el numero de pares de bases de nucleotidos 


presentes en una copia de toda la information genetica del organismo, se 
indica con las flechas cerca de la escala numerica superior. La forma de cada 
curva de renaturalizacion es muy simple y muestra una sola pendiente. Sin 
embargo, el tiempo de renaturalizacion es muy diferente y depende de la 
concentracion de fragmentos complementarios, que a su vez dependen del 
tamano del genoma. Cuanto mas grande sea el genoma, menor es la concen¬ 
tracion de fragmentos complementarios en la solucion y mayor el tiempo 
necesario para concluir la renaturalizacion. 
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FIGURA 10-17 Grafica idealizada de la cinetica de la renaturalizacion del 
DNA eucariota. Cuando se permite que el DNA de cadena sencilla se 
reuna pueden distinguirse casi siempre tres clases distintas de fragmentos, 
reconocibles por la repetition de sus secuencias dentro del genoma: fraccion 
de DNA altamente repetida, fraccion de DNA moderadamente repetida 
y fraccion de DNA no repetida (copias unicas). (Nota: esta es una grafica 
idealizada: las tres clases de secuencias no estan separadas con claridad en 
una curva de renaturalizacion real.) 


mente con los que obtuvieron Roy Britten y David Kohne del 
California Institute of Technology a partir de DNA de mamifero. 
A diferencia de los genomas mas simples, los fragmentos del 
DNA de un genoma de mamifero se renaturalizan a velocidades 
muy distintas (fig. 10-17). Estas diferencias reflejan el hecho de 
que, en una preparation de fragmentos de DNA eucariota, las 
diferentes secuencias de nucleotidos se encuentran presentes en 
concentraciones muy variables. Este fue el primer indicio de que 
el DNA eucariota no es tan solo la sucesion de un gen tras otro, 
como en las bacterias o los virus, sino una organization mucho 
mas compleja. 

Cuando se permite que fragmentos de DNA de plantas y 
animales se renaturalicen, la curva tipica muestra casi siempre 
tres tipos distintos (fig. 10-17), que corresponden a la renaturali¬ 
zacion de tres clases muy abundantes de secuencias de DNA. Las 
tres clases se renaturalizan a diferente velocidad porque difieren 
en cuanto al numero de veces que su secuencia de nucleotidos se 
repite dentro de la poblacion de fragmentos. Las tres clases 
se denominan fraccion altamente repetida, fraccion modera¬ 
damente repetida y fraccion no repetida. 

Secuencias de DNA muy repetidas La fraccion altamente repe¬ 
tida consta de secuencias presentes en por lo menos 10 5 copias 
por genoma y por lo general contribuye casi 1 a 10% del DNA 
total. Por lo general, las secuencias muy repetidas son cortas 
(unos pocos cientos de nucleotidos en su mayor longitud) y se 
presentan en grupos en los que la secuencia de estudios se repite 
una y otra vez sin interruption. Una secuencia dispuesta de este 
modo de un extremo a otro esta presente en tandem. Las secuen¬ 
cias altamente repetidas pertenecen a varias categorias super- 
puestas, incluidos DNA satelites, DNA minisatelites y DNA 
microsatelites. 

• DNA satelites. El DNA satelite posee secuencias cortas 
(alrededor de cinco a pocos cientos de pares de bases de lon¬ 


gitud) que forman segmentos muy largos, cada uno con varios 
millones de pares de bases de DNA. En muchas especies, 
la composition de bases de estos segmentos de DNA es lo 
suficientemente diferente del resto del DNA para que estos 
fragmentos que contienen la secuencia puedan separarse en 
bandas “satelite” distintas por centrifugation de gradiente de 
densidad (de aqui el nombre de DNA satelite). Los DNA 
satelites tienden a aparecer muy rapido en el transcurso de 
la evolution, lo cual bace que las secuencias de estos elemen- 
tos genomicos varien incluso entre especies estrechamente 
emparentadas. La localization del DNA satelite dentro de 
los centromeres de cromosomas se describe en la pagina 407 
y la section 12.1. A pesar de decadas de investigation, la fun- 
cion precisa del DNA satelite es todavia un misterio. 

• DNA minisatelites. Las secuencias minisatelite tienen un 
tamano de 10 a 100 pares de bases de longitud y se encuen¬ 
tran en segmentos de unas 3 000 repeticiones. Asi, dichas 
secuencias ocupan tramos considerablemente mas cortos del 
genoma que las secuencias satelite. Las minisatelites tienden 
a ser inestables, y el numero de copias de una secuencia en 
particular a menudo aumenta o disminuye de una generation 
a la siguiente como resultado de entrecruzamiento desigual 
(vease fig. 10-21). En consecuencia, la longitud de un locus 
minisatelite especifico es altamente variable en la poblacion, 
incluso entre miembros de la misma familia. Debido a que 
son tan variables (o polimorficas) en longitud, las secuencias 
minisatelite constituyen la base de la tecnica de andlisis de 
bandas de DNA, que se emplean para identificar a criminales 
o en casos de paternidad (fig. 10-18). 

• DNA microsatelites. Las microsatelites son secuencias muy 
cortas (de uno a cinco pares de bases de longitud) y se hallan 
casi siempre en pequenos segmentos de unos 10 a 40 pares 
de bases de longitud. Se encuentran de forma uniforme en 
todo el DNA: mas de 100 000 diferentes loci en el genoma 
humano. Las enzimas de replication de DNA tienen proble- 
mas al copiar regiones del genoma que poseen estas secuen¬ 
cias repetidas pequenas, las cuales causan que estos segmentos 
de DNA cambien de longitud a traves de las generaciones. 
Debido a su variable longitud dentro de la poblacion, los 
DNA microsatelites se han utilizado para analizar las relacio- 
nes entre las diferentes poblaciones de grupos etnicos, como 
lo ilustra el siguiente ejemplo. Muchos antropologos estable- 
cen que las especies del ser humano moderno provienen de 
Africa. Si esto es cierto, entonces los miembros de diversas 
poblaciones africanas deberian evidenciar una gran variation 
de las secuencias de DNA en comparacion con las poblacio¬ 
nes humanas que viven en otros continentes, toda vez que los 
genomas de las poblaciones africanas han sufrido gran diver- 
gencia. Los argumentos de la genesis africana han recibido 
apoyo de estudios de secuencias de DNA humano. En un 
estudio que analizo 60 loci microsatelites diferentes se reco- 
nocio que otros miembros de poblaciones africanas tienen 
una divergencia genetica notoria en comparacion con las 
poblaciones de Asia o Europa. La vasta mayoria de los loci 
microsatelites se presentan fuera de los genes, y los cambios 
en su longitud por lo general pasan inadvertidos. La situa¬ 
tion cambia en el caso de las secuencias microsatelite que 
se consideran en la section Perspectiva humana de este capi¬ 
tulo. 
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FIGURA 10-18 Huellas de DNA. En esta tecnica, que se emplea de forma 
amplia para determinar la identidad de un individuo a partir de la muestra, 
el DNA se digiere mediante tratamiento con nucleasas especfficas (llamadas 
endonucleasas de restriction, descritas en la section 18.13) ylos fragmentos 
de DNA se separan con base en su tamano por electroforesis en gel. La 
localization de los fragmentos de DNA en el gel que contienen secuencias 
especificas de DNA se determina con sondas marcadas de secuencias com- 
plementarias a las que se busca. Los fragmentos de DNA que se unen a 
estas sondas varian en longitud de una persona a otra debido a la presencia 
de numeros variables de repeticiones en tandem (VNTR) en el genoma. Los 
laboratories de medicina forense analizan alrededor de 13 loci de VNTR 
altamente polimorficos. La probabilidad de que dos individuos puedan tener 
identicos VNTR en este locus es astronomicamente pequena. Las huellas 
de DNA que se muestran en esta figura se emplearon en un caso criminal en 
el cual el presunto culpable enfrento la acusacion de apunalar y dar muerte 
a una joven mujer. Las manchas de sangre en los pantalones y la camisa 
del acusado se compararon con muestras estandar conocidas de sangre de 
la vfetima y el acusado. El DNA de las manchas de sangre encontradas en la 
ropa del acusado no coincidio con sus propias muestras de sangre, pero si 
con las de la victima. Las lfneas contienen DNA de las siguientes fuentes: 
1,2,3,9 y 10 (muestras testigo de DNA que sirven como control de calidad); 
4 (sangre del acusado); 5 (muestras de sangre de los pantalones del acusado); 
6 y 7 (muestras de sangre de la camisa del acusado), y 8 (sangre de la victi¬ 
ma). (CORTESIA DE ORCHID CeLLMARK, PRINCETON, NJ.) 


PERSPECTIVA HUMANA 



Enfermedades que resultan de la expansion 
de repeticiones de trinucleotidos 


Por decadas, los biologos pensaron que los genes se transmitian siem- 
pre de generation a generation como entidades estables. En raras oca- 
siones, un cambio ocurria en las secuencias nucleotidicas de un gen en 
la linea germinal, lo que causaba una mutation heredada de manera 
subsecuente. Este es uno de los mecanismos basicos de la genetica 
mendeliana. En 1991, diferentes laboratorios notificaron un nuevo 
tipo de “mutation dinamica” en el cual la secuencia nucleotidica de un 
gen en particular cambio de forma notoria entre padres y descenden- 
cia. En este caso, tales mutaciones afectaron genes que contenian una 
unidad de trinucleotidos repetida (p. ej., CCG o CAG) como parte 
de su secuencia. En la mayoria de los miembros de la poblacion, estos 
genes contienen en particular un mimero relativamente pequeno (pero 
variable) de trinucleotidos repetidos y se transmiten de una generation 
a la siguiente sin un cambio de numeros repetidos. En cambio, una 
pequena fraction de la poblacion posee una version mutante del gen 
que tiene un gran numero de estas unidades repetidas. A diferencia de 
la version normal, los alelos mutantes son muy inestables y el nume¬ 
ro de unidades repetidas tiende a incrementarse cuando el genoma 
pasa de un padre a su descendencia. Cuando el numero de repeticiones 
aumenta mas alia de una cifra critica, el individuo que hereda el alelo 
mutante desarrolla una enfermedad grave. 

En la actualidad, mas de una docena de afecciones distintas se ha 
atribuido a la expansion de trinucleotidos repetidos. Estos trastornos 


pertenecen a dos categorias basicas y se describen en su momento. Las 
enfermedades de tipo I son anomalias neurodegenerativas que resul¬ 
tan de la expansion de los miembros repetidos de trinucleotidos CAG 
dentro de las porciones codificantes del gen mutante (fig. 1). Es posible 
ilustrar la naturaleza de estos padecimientos en el mas prevalente y 
estudiado: la enfermedad de Huntington (HD). La HD es una anor- 
malidad fatal reconocible por movimientos involuntarios y descoordi- 
nados y cambios de la personalidad, ademas de depresion e irritabilidad 
y perdida gradual del coeficiente intelectual. Por lo regular, los slntomas 
empiezan de la tercera a quinta decadas de la vida y se acentua la gra- 
vedad hasta la muerte. 

El gen normal de la HD, que se transmite de manera estable, 
contiene entre seis y 35 copias de trinucleotidos CAG. La proteina 
que codifica el gen HD se conoce como huntingtina y su funcion exacta 
se desconoce hasta el momento. El CAG es un triplete que codifi¬ 
ca al aminoacido glutamina (vease la figura 11-41 para los tripletes 
codificantes). De esta forma, el polipeptido huntingtina normal con¬ 
tiene un segmento de seis a 35 residuos de glutamina (un segmento 
poliglutamico) como parte de su estructura primaria. Los polipeptidos 
tienen una estructura primaria muy definida y la mayoria se reconoce 
por esa forma; empero, en condiciones habituales, la huntingtina es 
polimorfica en cuanto a la longitud de su segmento de poliglutamina. 
La proteina parece funcionar con normalidad en longitudes inferiores 
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FIGURA Secuencias trinucleotidicas repetidas y enfermedad humana. 

La parte superior muestra un gen esquematico que se transcribe en un 
RNA mensajero con diferentes porciones (cajas de tono purpura), incluidos 
una porcion S' no codificante Uamada 5' UTR (region S' no traducida), 
un exon codificante que lleva la information para la secuencia aminoacf- 
dica de un polipeptido y una porcion no codificante S' (la region S' UTR) 
(pag. 448). Los intrones en el DNA no estan representados en el RNA 
mensajero maduro. La localizacion general de los trinucleotidos causantes 
de cada una de las cuatro diferentes enfermedades (sindrome de X fragil, 


ataxia de Friedreich, enfermedad de Huntington y distrofia miotonica) se 
indican por la localizacion de cada piramide. Se indica tambien el numero 
de repeticiones causantes de los estados, normal (rojo), de portador (naran- 
ja) y de enfermedad (amarillo) de cada trastorno en el gen. Los genes que 
ocasionan las anomalfas de tipo I, como la HD, no exbiben el estado “aca- 
rreador” intermediario en el cual un individuo posee un alelo inestable pero 
no esta afectado. (Segun J. L. Mandel, Nature 386:768, 1997; © 1997, 
Macmillan Magazines Ltd.) 


a los 35 residuos de la glutamina. Sin embargo, cuando se supera este 
numero, la protefna adquiere nuevas propiedades y la persona se torna 
propensa a desarrollar la enfermedad. 

La HD evidencia un numero infrecuente de caracterfsticas. A 
diferencia de la mayorfa de las afecciones hereditarias, la HD es un 
trastorno genetico dominante, lo cual significa que un sujeto con el 
alelo mutante desarrolla la anormalidad a pesar de que tenga un ale¬ 
lo HD normal. De hecho, las personas que son homocigotas para el 
alelo HD estan afectadas de manera mas seria que las heterocigotas. 
Esta observation indica que el polipeptido de la huntingtina mutante 
causa el padecimiento, no tanto por la imposibilidad de llevar a cabo 
una funcion particular, sino por la adquisicion de propiedades toxicas, 
esto es, se trata de una mutacion de ganancia de funcion. Esta interpre¬ 
tation tiene el apoyo de estudios en roedores. Los ratones manipulados 
para llevar el alelo mutante humano de la HD (ademas de sus propios 
alelos normales) desarrollan una anomalfa neurodegenerativa similar a 
la encontrada en seres humanos. La presencia de un alelo anormal es 
suficiente para causar la enfermedad. Otra caracterfstica poco comun 
de la HD y los otros trastornos CAG es un fenomeno conocido como 
anticipation genetica, lo cual significa que, puesto que la enfermedad 
se transmite de generation a generation, su gravedad se incrementa y se 
presenta a edades mas tempranas. Esta fue antes una caracterfstica diff- 
cil de reconocer en la HD, lo que ahora se explica con facilidad por el 
hecho de que los miembros de repeticiones CAG en un alelo mutante 
(y las consecuencias resultantes) aumentan a menudo de forma notable 
de una generation a la siguiente. 

La base molecular de la HD es todavfa un misterio; las teorfas 
no pueden aun explicar como una secuencia expandida de glutamina 
puede ser toxica para las celulas cerebrales. Una caracterfstica parece ser 
indiscutible: cuando los segmentos de poliglutamina de la huntingtina 
exceden los 35 residuos, la protefna (o un fragmento cortado de esta) 
sufre plegamiento anormal para producir una molecula mal plegada 
que: a) se une a otra huntingtina mutante (o fragmentos) para formar 
agregados insolubles, los cuales no difieren de los identificados en los 
pacientes con la enfermedad de Alzheimer, y b) se une a un nume¬ 
ro de diferentes protefnas no relacionadas que no interactuan con las 
moleculas de huntingtina normales. Entre las protefnas unidas por la 
huntingtina mutante figuran varios factores transcripcionales, protef¬ 
nas que intervienen en la regulation de la expresion genica. Algunos 
de los mas importantes factores transcripcionales presentes en las celu¬ 
las, entre ellos el TBP (vease fig. 11-19) y el CBP (vease fig. 12-46), 
contienen ellos mismos secuencias de poliglutamina, lo cual los hace 
en particular susceptibles de agregarse a protefnas mutantes que por- 


tan los segmentos de poliglutaminas. De hecho, los agregados protei- 
cos presentes en neuronas degeneradas de pacientes con HD poseen 
ambos factores transcripcionales unidos. Estos resultados sugieren que 
los mutantes de huntingtina secuestran a estos factores transcripciona¬ 
les, los remueven del resto del nucleo y alteran la transcription de los 
genes requeridos para la sobrevivencia y salud de las neuronas afec¬ 
tadas. Esta hipotesis ha recibido apoyo de un estudio en el cual los 
ratones se manipularon de forma genetica de tal modo que sus celulas 
cerebrales perdieron la capacidad de producir determinados factores de 
transcription clave. Estos ratones sufrieron el mismo tipo de neurode- 
generacion como se observo en animales con un gen mutante de HD. 
Otros procesos neuronales basicos, incluidos el transporte axonico (fig. 
9-13), la permeabilidad mitocondrial y la degradation protefnica (sec- 
cion 12.7), tambien son perturbados por la mutation de HD y consti- 
tuyen posibles causas de muerte de celulas nerviosas. Debe advertirse 
que varios investigadores de la HD tienen una opinion distinta acerca 
de la causa de la muerte celular. Argumentan que lo que es toxico no 
son los agregados protefnicos, sino la protefna mutante soluble mis- 
ma (o fragmentos de ella). De hecho, quienes apoyan este punto de 
vista sostienen que los agregados de la protefna protegen la celula al 
secuestrar las moleculas daninas. Por razones practicas es importante 
distinguir entre estas posibilidades, porque varias terapias propuestas 
estan dirigidas a bloquear la formation de los agregados, lo cual de 
hecho podrfa ser mas perjudicial para el paciente. 

Las enfermedades por repeticiones de trinucleotidos de tipo II 
difieren de las afecciones de tipo I en distintos aspectos. De ellas puede 
decirse lo siguiente: a) se deben a la expansion de una variedad de tri¬ 
nucleotidos, no solo CAG, b) los trinucleotidos participantes se hallan 
en una parte del gen que no codifica aminoacidos (fig. 1), c) los trinu¬ 
cleotidos estan sujetos a expansion masiva dentro de miles de repe¬ 
ticiones y d) afectan numerosas partes del cuerpo, no solo el cerebro. 
La anomalfa de tipo II mejor estudiada es el sindrome de X fragil, asf 
conocido porque el cromosoma mutante X es en especial susceptible al 
dano. El sindrome del cromosoma X fragil se caracteriza por retraso 
mental y diferentes anormalidades ffsicas. El trastorno es consecutivo a 
una mutacion dinamica en un gen conocido como FMR1\ este codifica 
a una protefna unida al parecer a ciertos mRNA que intervienen en 
el desarrollo neuronal o la funcion sinaptica. Un alelo normal de este 
gen contiene cinco a 55 copias de un trinucleotido especffico (CGG) 
que esta repetido en una parte del gen y corresponde a la region no 
codificante 5' del RNA mensajero (fig. 1; vease tambien section 12.6). 
Sin embargo, una vez que el numero de copias rebasa las 60, el locus se 
torna muy inestable y el numero de copias tiende a incrementarse con 
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rapidez hasta miles de ellas. Las mujeres con un FMR1 de 60 a 200 
copias del triplete presentan casi siempre fenotipo normal, pero son 
portadoras para la transmision de un cromosoma muy inestable a su 
descendencia. Si el numero de repeticiones en la descendencia rebasa 
las 200, los individuos suelen desarrollar retraso mental. A diferencia 
del alelo normal de la HD, que provoca enfermedad como resultado de 
una ganancia de funcion, un alelo FMR1 anormal ocasiona afectacion 


como efecto de una perdida de funcion; los alelos FMR1 contienen un 
numero aumentado de repeticiones CGG que se inactivan de manera 
selectiva, de tal modo que el gen no se transcribe o traduce. Aunque no 
existe tratamiento efectivo para ninguna de las enfermedades secunda- 
rias a expansion de trinucleotidos, el riesgo de transmitir o poseer un 
alelo mutante puede demostrarse mediante un escrutinio genetico. 
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Una vez que resulto evidente que los genomas eucariotas 
contenlan grandes cantidades de copias de secuencias de DNA 
corto, los investigadores trataron de situar el punto en los cro¬ 
mosomas donde se hallan estas secuencias de DNA. Por ejem¬ 
plo, ,das secuencias de DNA satelite se agrupan en segmentos 
particulares de un cromosoma o estan dispuestas de manera 
uniforme de un extremo a otro? Ya se menciono que el des- 
cubrimiento de la renaturalizacion del DNA llevo al desarrollo 
de una extensa metodologia basada en la hibridacion de acidos 
nucleicos (vease cap. 18). La capacidad de localizar secuencias 
de DNA satelite ilustra el poder de analisis de la hibridacion de 
los acidos nucleicos. 


FIGURA 10-19 Hibridacion in situ y localizacion de DNA satelite. a) Pasos 
para llevar a cabo la hibridacion in situ por medio de fluorescencia. En esta 
tecnica, se marca la sonda de DNA sin emplear isotopos radiactivos; de 
hecho, algunos de los nucleotidos en el DNA estan unidos de forma cova- 
lente a una pequena molecula organica, por lo regular biotina. Despues de 
la hibridacion, la localizacion del DNA marcado con biotina unido puede 
visualizarse al tratar la preparation con avidina fluorescente, una protefna 
que se une a la biotina con una gran afinidad. Los cromosomas en estas 
preparaciones suelen aparecer en rojo debido a que se han contratenido con 
yoduro de propidio. b ) Localizacion de DNA satelite alfa en el centromero 
de los cromosomas humanos. La localizacion del DNA satelite marcado 
con biotina unido se revela por la fluorescencia amarilla, la cual contrasta con 
el fondo rojo de los cromosomas. La fluorescencia aparece solo en el sitio 
donde esta constrenido cada cromosoma, lo cual senala la localizacion del 
centromero. ( B , tomada de Huntington F. Willard, Trends Genet. 
6 : 414 , 1990 .) 


En los experimentos de renaturalizacion descritos en la 
pagina 403, las secuencias de DNA complementario se unieron 
una con otra mientras entraban en colision de modo aleatorio en 
solucion. Mary Lou Pardue y Joseph Gall de la Yale University 
desarrollaron en 1969 un protocolo experimental alternative 
conocido como hibridacion in situ que se usd de manera inicial 
para determinar la localizacion del DNA satelite. El termino in 
situ significa “en el lugar” y se refiere al hecho de que el DNA 
del cromosoma se mantiene en el sitio mientras se permite que 
reaccione con una preparation particular de DNA marcado. En 
los estudios iniciales de hibridacion in situ el DNA (la sonda de 
DNA) se marco de forma radiactiva y se identified por medio 
de autorradiografia. La resolution de la tecnica se ha depurado 
mediante sondas de DNA (o RNA) marcadas con colorantes 
fluorescentes y reconocidas con un microscopio de fluorescen- 
cia (como se observa en la figura 10-19). Esta ultima tecnica se 
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conoce como hibridacion in situ con fluorescencia (FISH, del 

ingles fluorescence in situ hibridization ) y se usa para mapear la 
ubicacion relativa de secuencias diferentes a lo largo de secuen- 
cias unicas de DNA. 

Para llevar a cabo la hibridacion de acidos nucleicos, las 
moleculas que interactuan deben ser de cadena sencilla. En el 
experimento que se muestra en la figura 10-19, los cromosomas 
que provienen de una celula mitotica se diseminan en una lami- 
nilla y el DNA se separa en cadena sencilla por tratamiento de 
los cromosomas con una alta concentration de sal, lo cual pro- 
voca que las cadenas de DNA se separen y permanezcan apar- 
tadas. Durante la hibridacion, los cromosomas desnaturalizados 
se incuban en una solution de una secuencia de DNA satelite 
de cadena sencilla marcada con biotina, que se une de mane- 
ra selectiva con las cadenas complementarias del DNA sateli¬ 
te inmovilizado situadas en los cromosomas. Tras un periodo 
de incubation, el DNA satelite no hibridado soluble se lava o 
digiere y se revelan los sitios de la union del DNA marcado. 
Como se muestra en la figura 10-19, el DNA satelite se halla en 
las regiones centromericas del cromosoma (vease tambien figura 
12-22). Otros ejemplos del uso de la hibridacion in situ con 
fluorescencia se muestran en las figuras 10-20 y 10-22. 

Secuencias de DNA moderadamente repetidas La fraction mode- 
radamente repetida del genoma de las plantas y animales puede 
variar desde casi 20 hasta mas de 80% del DNA total, segun 
sea el organismo. Esta fraction incluye secuencias repetidas en 
cualquier parte del genoma, desde unas pocas veces hasta varias 
decenas de miles. Dentro de la fraction de DNA moderada¬ 
mente repetida se encuentran secuencias que codifican produc- 
tos de genes conocidos, sea RNA o proteinas, y estas no tienen 
funcion de codification. 

1. Secuencias de DNA repetidas confunciones codificantes. Esta 
fraction de DNA incluye a los genes que codifican RNA 
ribosomales y aquellos que codifican a un importante gru- 
po de proteinas cromosomicas, las histonas. Las secuencias 
repetidas que codifican cada uno de estos productos son casi 
siempre identicas y se disponen en una configuration seme- 
jante a la de tandem. Es esencial que estos genes que codifi¬ 
can RNA ribosomales esten presentes en numeros multiples 
debido a que estos RNA se requieren en grandes cantidades y 
su sintesis no se beneficia del paso de amplification adicional 
observado en los genes que codifican proteinas y en los cuales 
cada RNA mensajero actua como plantilla o molde para la 
sintesis repetida de un polipeptido. Aun si en la production 
de histonas interviene un RNA mensajero intermediario, se 
necesitan muchas copias de estas proteinas durante el desa- 
rrollo temprano y por tanto deben estar presentes cientos de 
DNA molde. 

2. DNA repetidas sin funciones codificantes. La mayor parte de 
las fracciones de DNA moderadamente repetidas no codifica 
ningun tipo de producto. En lugar de ocurrir en la forma de 
grupos de secuencias tandem, los elementos de esas familias 
se dispersan a traves del genoma como elementos individua- 
les. Casi todas estas secuencias repetidas se pueden agrupar 
en dos clases: SINE (elementos cortos interpuestos, rhort 
interspersed dements) o LINE (elementos largos inter¬ 
puestos, /ong interspersed dements). Las secuencias SINE y 
LINE se describen en la pagina 414. 


Secuencias de DNA no repetidas Como lo predijo Mendel, los 
estudios de los patrones de herencia de las caracteristicas visibles 
llevaron a los genetistas a concluir que cada gen estuvo presen¬ 
te en una copia por un solo grupo de cromosomas (haploide). 
Cuando un DNA eucariota desnaturalizado se renaturaliza, 
una fraction significativa de los fragmentos es muy lenta para 
encontrar a sus complementarios, tan lenta que se asume que hay 
una sola copia por genoma. Esta fraction muestra secuencias de 
DNA no repetidas (o copias unicas), entre las cuales se incluyen 
los genes que poseen patrones de herencia mendeliana. Debido 
a la existencia de una sola copia en el genoma, las secuencias no 
repetidas siempre se localizan sobre un sitio especifico de un 
cromosoma en particular (fig. 10-20). 

Si se considera la variedad de diferentes secuencias presen¬ 
tes, la fraction no repetida contiene, con mucho, una mayor can- 
tidad de information genetica. Incluidas dentro de la fraction 
no repetida se hallan las secuencias de DNA que codifican vir- 
tualmente todas las proteinas diferentes de las histonas. Aunque 
estas secuencias no estan presentes en las copias multiples, los 
genes que codifican polipeptidos son por lo regular miembros de 
una familia de genes relacionados. Esto es cierto para las globi- 
nas, actinas, miosinas, colagenas, tubulinas, integrinas y la mayor 
parte de otras proteinas de una celula eucariota. Una secuencia 
relacionada pero diferente codifica cada miembro de una familia 
multigenica. En la siguiente section se revisa el origen de estas 
familias multigenicas. 

Ahora que el genoma humano se ha secuenciado y ana- 
lizado se dispone de una medida relativamente precisa de las 



FIGURA 10-20 Localization cromosomica de una secuencia de DNA no 
repetida. Estos cromosomas mitoticos se prepararon a partir de una celula 
de raton en division y se incubaron con una preparation purificada de DNA 
marcada con biotina que codifica a una de las proteinas de laminina nuclear 
(laminina B 2 ), que a su vez codifica un gen no repetido. La localization del 
DNA marcado unido aparece con puntos brillantes. El gen de laminina esta 
presente en los homologos del cromosoma 10. Cada cromosoma contiene 
dos copias del gen debido a que el DNA se replico antes de que las celu- 
las entraran en mitosis. (Tomada de Monika Zewe et al., cortesia de 
Werner Franke, Eur J Cell Biol 56:349,1991.) 
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secuencias de DNA que codifican las secuencias de aminoacidos 
de las protelnas; y, en verdad, es muy pequena. Un genetista de 
1960 habria considerado ridiculo que menos de 1.5% del geno- 
ma humano codifica a los aminoacidos de las proteinas. Esta 
confirmation ha procedido del estudio de las secuencias del 
genoma. En la siguiente section se intenta comprender mejor 
como pudieron haber surgido por evolution el restante 98% o 
mas de las secuencias del DNA. 


REVISION 


1. ^Que es un genoma?, ^como difiere la complejidad del 
genoma bacteriano respecto de los genomas eucario- 
tas? 

2. ^Que significa el concepto desnaturalizacion del DNA?, 
^de que manera la desnaturalizacion depende del con- 
tenido de GC en el DNA?, ^como afecta esta variable 
la T ? 

m 

3. ^Que es una secuencia de DNA microsatelite?, ^que 
papel juegan estas secuencias en la enfermedad huma- 
na? 

4. ^Cual es la fraction del genoma que contiene la mayor 
information?, ,;por que es verdad esto? 


10.5 LA ESTABILIDAD DEL GENOMA _ 

Debido a que el DNA es el material genetico, hay cierta 
propension a imaginarlo como una molecula de almacenamien- 
to de contenido de information que cambia lentamente durante 
largos periodos en la evolution. Sin embargo, los estudios indi¬ 
can que la organization de la secuencia del genoma es capaz de 
sufrir un rapido cambio, no solo de una generation a la siguien¬ 
te, sino tambien dentro de la vida misma de un organismo indi¬ 
vidual. 

Duplicacion completa del genoma 
(poliploidizacion) 

Como se menciono en la primera section de este capitulo, los 
guisantes y las moscas de la fruta poseen pares de cromosomas 
homologos en cada una de sus celulas. Se dice que estas celulas 
tienen un numero diploide de cromosomas. Si se compara el 
numero de cromosomas presentes en las celulas de organismos 
muy vinculados, en especial plantas relacionadas, se advierte que 
unas especies tienen muchos mas cromosomas que las especies 
mas cercanas. Entre los animales, el anfibio mas estudiado es 
Xenopus laevis, que tiene dos veces el numero de cromosomas 
en comparacion con su primo X. tropicalis. Estos tipos de dis- 
crepancias pueden explicarse por un proceso conocido como 
duplicacion completa del genoma o poliploidizacion. La poli¬ 
ploidizacion es un suceso en el cual se produce una descendencia 
que tiene dos veces el numero de cromosomas en cada celula que 
sus padres diploides; la descendencia tiene cuatro homologos de 
cada cromosoma en lugar de dos. A1 parecer este proceso ocurre 


en dos de las siguientes formas: dos especies vinculadas se cruzan 
para formar un organismo hibrido que contiene los cromosomas 
combinados de ambos padres o, de manera alternativa, un solo 
embrion unicelular sufre duplication cromosomica, pero los que 
se duplicaron no se separan en celulas aisladas, sino que se retie- 
nen en una sola celula que se desarrolla en un embrion viable. El 
primer mecanismo tiene lugar mas a menudo en plantas, aunque 
el segundo tambien se observa con frecuencia en animales. 

Una duplication “repentina” del numero de cromosomas 
es un suceso de enorme relevancia y confiere al organismo un 
potential evolutivo considerable (se asume que el organismo 
puede sobrevivir con el numero incrementado de cromosomas y 
reproducirse). Segun sean las circunstancias, la poliploidizacion 
puede llevar a la production de nuevas especies que tienen mucha 
information genetica “adicional”. Hay varios hechos diferentes 
que pueden dar lugar a un numero aumentado de copias del 
gen; tales factores pueden eliminarse por deletion y crear con 
ello mutaciones de inactivation por deletion o, lo que es mas 
importante, pueden evolucionar como genes nuevos que poseen 
funciones diversas. Visto de esa forma, la information genetica 
adicional es la materia prima para la diversification evolutiva. 
En 1971, Susumu Ohno del City of Hope Cancer Center en Los 
Angeles publico la hipotesis de las “2R”, en la cual se propuso 
que la evolution de los vertebrados desde un ancestro inverte- 
brado mucho mas simple fue posible por dos ciclos separados de 
duplication completa del genoma durante un periodo evolutivo 
temprano. Ohno sugirio que los miles de genes adicionales que 
podrian generarse por la duplication genomica pudieron mol- 
dearse a traves del tiempo en genes nuevos que se requirieron 
para codificar el cuerpo mas complejo de un vertebrado. En las 
pasadas tres y media decadas, los genetistas han debatido de 
modo acalorado la propuesta de Ohno y tratado de encontrar 
evidencia que apoye o refute esta notion. 

El problema que se opone al analisis del genoma es la gran 
cantidad de tiempo que ha pasado (varios cientos de millones 
de anos) desde el origen de los ancestros vertebrados mas tem- 
pranos. Del mismo modo que los rios o los oceanos cubrieron 
lentamente la faz de la Tierra, las mutaciones cubrieron con 
suma lentitud el aspecto de un genoma ancestral. A pesar de 
contar con la secuencia completa del genoma humano, es aun 
un reto formidable identificar el origen de muchos de los genes. 
La mejor evidencia de que sucedio la poliploidizacion durante 
la evolution temprana de vertebrados procede de los analisis de 
los segmentos o regiones contenidos en los genes Hox, los cuales 
desempenan un papel importante en el desarrollo de la estructu- 
ra basica del cuerpo del animal (esto se analiza en la section Vias 
experimentales del capitulo 12 y puede encontrarse en Internet). 
Los invertebrados examinados tienen un solo grupo de genes 
Hox, pero los vertebrados poseen cuatro de esas regiones, un 
hallazgo que apoya la hipotesis de Ohno acerca de dos ciclos de 
duplication del genoma ancestral. 

Duplicacion y modificacion 
de secuencias del DNA 

La poliploidizacion es un caso extremo de duplication genica y 
ocurre solo rara vez durante la evolution. En cambio, la dupli¬ 
cation genica, que se refiere a la duplication de una pequena 
portion de un solo cromosoma, sucede con una frecuencia sor- 
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Entrecruzamiento desigual 



(a) 

FIGURA 10-21 El entrecruzamiento desigual entre los genes duplicados 
suministra un mecanismo para generar cambios en el numero de genes. 

a ) El estado inicial mostrado tiene dos genes relacionados (1 y 2). En un 
individuo diploide, el gen 1 sobre un homologo se puede alinear con el 
gen 2 del otro homologo durante la meiosis. Si el entrecruzamiento ocurre 


durante esta mala alineacion, la mitad de los gametos pierde un gen 2 y la 
otra adquiere un gen 2 adicional. b) Conforme el entrecruzamiento des¬ 
igual continua durante las divisiones meioticas en generaciones subsecuen- 
tes, evoluciona de modo gradual una secuencia de ordenamientos de DNA 
repetidos en tandem. 


prendentemente alta y su ocurrencia se documenta por medio 
del analisis genomico. 3 De acuerdo con un calculo reciente, 
cada gen del genoma tiene alrededor de 1% de probabilidades 
de duplicarse cada millon de anos. Es posible que la duplication 
de un gen ocurra por varios mecanismos diferentes, pero mas 
a menudo por un proceso de entrecruzamiento desigual, como 
se describe en la figura 10-21. El entrecruzamiento desigual se 
observa cuando un par de cromosomas homologos queda junto 
durante la meiosis, de tal forma que no se une por completo. 
Como resultado de esta mala union, el intercambio genetico 
entre los homologos da lugar a que un cromosoma adquiera un 
segmento adicional de DNA (una duplication) y el otro cromo¬ 
soma lo pierda (una deletion). Si la duplication de una secuencia 
particular se repite en las subsecuentes generaciones, se crea un 
grupo de segmentos repetidos en tandem y se localiza dentro de 
ese cromosoma (fig. 10-22). 

La gran mayoria de los genes duplicados se pierde durante 
la evolution por deletion o genera genes no funcionales por muta- 
ciones desfavorables, aunque un pequeno porcentaje adquiere 
mutaciones favorables que permiten que la copia “adicional” 
adquiera una nueva funcion. De manera alternativa, las dos 
copias del gen pueden sufrir mutaciones, asi que cada una evolu¬ 
ciona hacia una funcion mas especializada que la que realizaba el 
gen original. En cualquier caso, los dos genes poseen secuencias 
muy relacionadas y codifican polipeptidos muy semejantes, de 
tal forma que es posible afirmar que codifican diferentes isofor¬ 
mas de una proteina particular, como las tubulinas alfa y beta 
(pag. 334). Las duplicaciones subsecuentes de uno de los genes 
pueden inducir la aparicion de isoformas adicionales (p. ej., 
tubulina gamma), y asi sucesivamente. En este ejemplo resulta 


3 En la actualidad existen tres categorias de duplicacion que pueden establecerse 
como sigue: genoma completo, gen y duplicacion de segmentos. Este ultimo, que 
se refiere a la duplicacion de un gran bloque de material cromosomico (de unas 
cuantas kilobases a cientos de kilobases de longitud) no se discute aqui, pero tiene 
un efecto significativo en el genoma. Alrededor de 5% del genoma humano presente 
consiste en duplicaciones de segmentos que han evolucionado durante los pasados 
35 millones de anos. 


patente que las duplicaciones sucesivas de un gen pueden gene¬ 
rar familias de genes que codifican polipeptidos con secuencias 
de aminoacidos relacionados. La evolution de los genes de glo- 
bina ilustra la production de una familia multigenica. 


• t 


FIGURA 10-22 Localization de una region en cromosomas humanos que 
contienen un gen recien duplicado. La imagen muestra la hibridacion 
in situ con fluorescencia, mediante cromosomas humanos incubados con 
DNA marcado con biotina, de un gen que provoca la enfermedad de los 
rinones poliquisticos. La flecha indica una region del cromosoma 16 que 
contiene varias copias del DNA marcado y enlazado. Un analisis posterior 
indico la presencia en esa region de tres genes ( HG-A , HG-B y HG-C ), 
cuya secuencia de nucleotidos es lo bastante parecida para enlazarse a la 
misma sonda de DNA marcada. El hecho de que las secuencias no difieran 
en grado notorio senala que su duplicacion ocurrio en ancestros recientes 
(Tomada de Christopher J. Ward et al., Cell 77:883,1994; cortesia 
de Peter C. Harris, con autorizacion de Cell Press.) 
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Evolucion de los genes de globina La hemoglobina es un 
tetramero compuesto de cuatro polipeptidos de globina (vease 
fig. 2-387). El examen de los genes de globina, de mamiferos 
o peces, revela una organization muy caracteristica. Cada uno 
de estos genes esta formado por tres exones y dos intrones. Los 
exones son la parte de los genes que codifica aminoacidos en el 
polipeptido codificado, en tanto que los intrones no lo son, mas 
bien son secuencias interpuestas no codificantes. El significado 

Tiempo de evolucion 

-► 


Familia de genes 
de la globina beta 
(cromosoma 11) 



FIGURA 10-23 Una via para la evolucion de los genes de la globina. Los 

exones se muestran en rojo y los intrones en amarillo. Los pasos evolutivos 
se senalan en el diagrama y se analizan en el texto. Los ordenamientos de los 
genes de las globinas alfa y beta de los cromosomas humanos 16 y 11 (mos- 
trados sin sus intrones a la derecha) son los productos de varios cientos de 
millones de anos de evolucion. Como se discute en el capitulo 2, la molecula 
de hemoglobina posee dos pares de cadenas polipeptidicas, un par es siem- 
pre un miembro de una subfamilia de la globina alfa y el otro par es siempre 
un miembro de una subfamilia de la globina beta. Las combinaciones espe- 
cificas de globinas alfa y beta se hallan en diferentes estados del desarrollo. 
Las cadenas de las globinas alfa y beta observadas en las hemoglobinas de 
fetos, embriones y adultos se indican en la tigura. 


de los exones e intrones se analiza con detalle en la section 11.4 
(vease fig. 11-24). Para las explicaciones de este capitulo se uti- 
lizan estas partes de los genes como marcas de la evolucion. El 
examen de los genes que codifican a ciertos polipeptidos seme- 
jantes a la globina, por ejemplo la proteina leghemoglobina de 
las plantas y la mioglobina como proteina muscular, revelan la 
presencia de cuatro exones y tres intrones. Se ha propuesto que 
representan la forma ancestral del gen de la globina. Se cree 
que el polipeptido de globina actual se origino de una forma 
ancestral como resultado de la fusion de dos exones de globina 
(paso 1, fig. 10-23) hace unos 800 millones de anos. 

Se sabe que algunos peces primitivos tienen solo un gen de 
globina (paso 2), lo que sugiere que estos peces se separaron 
de otros vertebrados despues de la primera duplication del gen de 
globina (paso 3). Tras esta duplication hace unos 500 millones 
de anos, las dos copias divergieron por mutation (paso 4) para 
formar dos tipos distintos de globina, una alfa y una beta, locali- 
zados en un solo cromosoma. Este es el ordenamiento presente 
en el anfibio Xenopus y el pez cebra. En pasos subsecuentes, las 
formas alfa y beta se separaron la una de la otra por un proceso 
de reordenamiento que dio lugar a cromosomas separados (paso 
5). En consecuencia, cada gen sufrio subsecuentes duplicaciones 
y divergencias (paso 6) y ello propicio los ordenamientos geni- 
cos de globina que existen en la actualidad en los seres humanos 
(paso 7). La evolucion de los genes de la globina de los vertebra¬ 
dos ilustra el modo en que la duplication genica suele llevar a la 
generation de una familia genica cuyos miembros individuales 
tienen funciones especializadas (en este caso formas embriona- 
ria, fetal y adulta) en comparacion con el gen fundador indivi¬ 
dual. 

Cuando se analizaron las secuencias de DNA de los gru- 
pos del gen de la globina, los investigadores encontraron “genes” 
cuyas secuencias son homologas respecto de los genes funciona- 
les de globina, pero estos han acumulado mutaciones profundas 
que los han tornado no funcionales. Los genes de este tipo, que 
son reliquias evolutivas, se conocen como seudogenes. Ejemplos 
de estos se hallan en los grupos genicos de las globinas humanas 
alfa y beta de la figura 10-23. Otro punto importante del exa¬ 
men de los dos grupos de genes de la globina de los cromosomas 
humanos es la cantidad de DNA integrado por secuencias no 
codificantes, sea como intrones o como secuencias espaciadoras 
dentro de los genes. De hecho, las regiones de globina contienen 
una fraction mucho mas alta de secuencias codificantes que la 
mayor parte de otras regiones del genoma. 

"Genes saltarines” y la naturaleza 
dinamica del genoma 

Si se observan las secuencias repetidas que han surgido durante 
el curso normal de la evolucion, se advierte que algunas veces 
estan presentes en ordenamientos en tandem, en ocasiones en 
dos o unos cuantos cromosomas (como en el caso de los genes 
de la globina de la figura 10-23) y en otras veces dispersos a 
traves del genoma. Si se asume que todos los miembros de una 
familia de secuencias repetidas provienen de una sola copia, 
entonces <;c6mo pudieron los miembros individuales dispersarse 
a traves de distintos cromosomas? 

Barbara McClintock, una genetista que realizaba investi- 
gaciones con el maiz en los Cold Spring Harbor Laboratories de 





































412 Capitulo 10 NATURALEZA DEL GEN Y EL GENOMA 



FIGURA 10-24 Manifestaciones visibles de la transposition en el maiz. De 

manera caracteristica, los granos de maiz tienen un color uniforme. Los 
puntos de este grano son resultado de la mutation de un gen que codifica 
una enzima, sobre todo en la production de pigmentos. Las mutaciones 
de este tipo deben ser muy inestables y se originan o desaparecen duran¬ 
te el periodo de desarrollo de un solo grano. Estas mutaciones inestables 
aparecen y desaparecen como consecuencia del movimiento de elementos 
susceptibles de mudarse durante el periodo de desarrollo. (Cortesia de 
Venkatesan Sundaresan, Cold Spring Harbor Laboratory.) 
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Nueva York, fue la primera en sugerir que los elementos gene- 
ticos eran capaces de moverse a traves del genoma. Las caracte- 
risticas geneticas del maiz se expresan en la forma de cambios 
en los patrones, marcas en las hojas y coloration de las mazorcas 
(fig. 10-24). A1 final de la decada de 1940, McClintock encontro 
que ciertas mutaciones eran muy inestables, aparecian y desapa- 
recian de una generation a la siguiente o asimismo durante la 
vida de una planta individual. Despues de varios anos de cuida- 
doso estudio, concluyo que ciertos elementos geneticos experi- 
mentaron movimiento de un lugar en un cromosoma a un sitio 
por entero diferente. Esta cientifica nombro a estas reconfigu- 
raciones geneticas transposiciones y a las entidades geneticas 
moviles elementos transponibles. Entre tanto, los biologos 
moleculares que trabajaban con bacterias no encontraron evi- 
dencia de estos “genes saltarines”. En sus estudios, los genes 
aparecian como elementos estables situados en una configura¬ 
tion lineal en el cromosoma que permanecia constante de un 
individuo a otro y de una generation a la siguiente. El hallazgo 
de McClintock se ignoro por mucho tiempo. 

Entonces, a finales de la decada de 1960 diferentes labo¬ 
ratories descubrieron que ciertas secuencias de DNA en las 
bacterias se movian de un lugar a otro en el genoma. A estos 
elementos transponibles se los llamo transposones. La mayoria 
de los transposones codifican una proteina, o transposasa, que 
cataliza la escision de un transposon a partir del sitio donan¬ 
te de DNA y su posterior introduction al sitio especifico del 
DNA. Dos subunidades de transposasa separadas, que se unen 
a secuencias especificas en los dos extremos del transposon, 
median este mecanismo de “corte y pegado” (fig. 10-25, paso 1). 
Las dos subunidades se unen entonces para formar un dimero 
activo (paso 2) que cataliza una serie de reacciones que llevan a 
la escision del transposon (paso 3). A continuation, el comple- 
jo transposasa-transposon se une a un DNA bianco (paso 4) y 


FIGURA 10-25 Transposicion de un transposon bacteriano por un meca- 
nismo de “corte y pegado”. Como se describe en el texto, los dos extre¬ 
mos de este transposon bacteriano Tn5 se transfieren juntos y se pegan por 
dimerization de un par de subunidades de la transposasa. Ambas cadenas 
de la doble helice se cortan en cada extremo, lo cual escinde al transposon 
como parte del complejo con una transposasa. Un DNA bianco “captura” al 
complejo transposon-transposasa y el transposon se inserta en esta via para 
producir una pequena duplication que flanquea el elemento transpuesto. 
(Nota: no todos los transposones de DNA se mueven por este mecanismo.) 
(A partir de D. R. Davies et al., Science 289:77,2000; © 2000 Ameri¬ 
can Association for the Advancement of Science.) 


la transposasa cataliza las reacciones requeridas para integrar al 
transposon en este nuevo lugar de residencia (paso 5). 

El analisis de la secuencia de la mayoria de los transposones 
indica que la secuencia presente en un extremo del elemento se 
repite en el extremo opuesto, pero en una orientation contraria 
(p. ej., como una repetition invertida) (segmentos en rojo de 
la figura 10-26). Las transposasas reconocen estas repeticiones 
terminales, que se necesitan para la transposition. Ademas, la 
integration de los elementos crea una pequena duplication 
en el DNA bianco que flanquea a los elementos transpuestos en 
el sitio de insertion (segmentos verdes en la figura 10-26). Las 
duplicaciones en los sitios bianco sirven como “huellas” para 
identificar los sitios en el genoma que ocupan los elementos 
transponibles. 

Como lo demostro primero McClintock, los genomas 
eucariotas contienen gran numero de elementos transponibles. 
;De hecho, al menos 45% del DNA en el nucleo de una celula 
humana procede de elementos transponibles! La gran mayoria 
(> 99%) de los elementos transponibles es incapaz de moverse 
de un lugar a otro; en realidad, estan encriptados por mutation 
o la misma celula anula su movimiento. Sin embargo, cuando 
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DNA receptor 


AATTC 

TTAAG 
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El transposon se inserta 
en el DNA receptor 


Transposon 


AATTC 

TTAAG 



GGGGTCTG CAGACCCC 

CCCCAGAC GTCTGGGG 


■ = Repeticion directa en el DNA receptor 

■ = Repeticion inversa en los extremos del transposon 

FIGURA 10-26 Organizacion de la secuencia de un transposon tipico. 

Los extremos del elemento movil transponible contienen una secuencia 
(rojo) repetida de manera inversa. La integration del transposon al DNA 
del huesped crea una duplication que se observa como una unidad corta, 
directa y repetida (verde) en ambos extremos del elemento. Las secuencias 
de nucleotidos mostradas pertenecen alTn3, un transposon bacteriano que 
codifica tres proteinas, incluida la transposasa que le permite integrarse a 
nuevos sitios en el DNA. 


los elementos transponibles cambian de position, se insertan a 
traves del DNA bianco. En realidad, muchos elementos trans¬ 
ponibles pueden insertarse ellos mismos en el centra de un gen 
que codifica a alguna proteina. Se han comentado muchos ejem- 
plos de lo anterior en seres humanos, incluido un numero de 


casos de hemofilia secundaria a elementos geneticos moviles que 
han “brincado” en el medio de uno de los genes que codifican a 
proteinas de la coagulation. Se estima que alrededor de una de 
500 mutaciones que causan enfermedad es consecuencia de la 
insertion de un elemento transponible. 

La figura 10-27 representa dos principales tipos de ele¬ 
mentos eucariotas transponibles, los transposones de DNA y los 
retrotransposones,y sus mecanismos diferentes de transposition. 
Los transposones de DNA, como se describio antes para los 
procariotas, se escinden del DNA en el sitio donante e insertan 
en un bianco distante (fig. 10-27«). Este mecanismo de “corte y 
pegado” lo utilizan, por ejemplo, los miembros de los elementos 
transponibles de la familia mariner, que se hallan en los reinos 
de las plantas y los animales. En cambio, los retrotransposones 
operan por mecanismos de “copia y pegado” en los que inter- 
viene un RNA intermedio (fig. 10-27^). Se transcribe el DNA 
del elemento transponible y produce un RNA, que entonces 
lo “retrotranscribe” una enzima conocida como transcriptasa 
inversa para crear un DNA complementario. La copia de DNA 
se elabora con doble cadena y entonces se integra en un sitio 
bianco del DNA. En la mayoria de los casos, el retrotransposon 
contiene por si mismo la secuencia que codifica a la transcriptasa 
inversa. Los retrovirus, como el virus del sida, usan un mecanis¬ 
mo muy similar para replicar sus genomas e integrarse como una 
copia del DNA en el cromosoma del hospedador. Al parecer, 
los retrovirus han evolucionado a partir de los retrotransposones 
tras adquirir genes que permiten a estos abandonar la celula y ser 
infecciosos (p. ej., genes que codifican proteinas de envoltura). 

El papel de los elementos geneticos moviles en la evo¬ 
lution Como se menciono en la pagina 408, las secuencias 
de DNA moderadamente repetidas constituyen una portion 
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FIGURA 10-27 Vias esquematicas 
en el movimiento de los elemen¬ 
tos transponibles. a ) Los transpo¬ 
sones de DNA se mueven por la 
via de corte y pegado, cuyo meca¬ 
nismo se demuestra en la figura 
10-25. Alrededor de 3% del geno¬ 
ma humano consiste en transposo¬ 
nes de DNA, ninguno de los cuales 
es capaz de transposicion (es decir, 
todos son reliquias del genoma 
como resultado de la actividad 
ancestral), b ) Los retrotransposo¬ 
nes se mueven por una via de corte 
y pegado. Los pasos incluidos en 
la retrotransposicion suceden en el 
nucleo y el citoplasma y requieren 
numerosas proteinas, incluidas las 
del hospedador. Mas de 40% del 
genoma humano se integra con 
retrotransposones, pero solo algu- 
nos de estos (p. ej., 40 a 100) son 
capaces quiza de transposicion. Se 
conoce mas de un mecanismo de 
retrotransposicion. 






















































































414 Capftulo 10 NATURALEZA DEL GEN Y EL GENOMA 


significativa del genoma humano. A diferencia de la fraction 
altamente repetida del genoma (DNA satelite, minisatelite y 
microsatelite), cuyas secuencias residen en tandem y se generan 
por duplication de DNA, la mayor parte de las secuencias mode- 
radamente repetidas del genoma esta diseminaday se genera por 
transposition de elementos geneticos moviles. De hecho,las dos 
familias mas comunes de secuencias moderadamente repetidas 
en el DNA humano son elementos transponibles: las familias 
Alu y LI. Tal y como se describio en la pagina 408, hay dos cla- 
ses de elementos diseminados, SINE y LINE. Los Alu son un 
ejemplo de los primeros y los LI de los segundos. Una secuencia 
transponible LI completa (por lo menos 6000 pares de bases 
de longitud) codifica una proteina unica con dos actividades 
cataliticas: una transcriptasa inversa que elabora una copia de 
DNA a partir del RNA que lo codifica y una endonucleasa que 
indenta el DNA bianco antes de la insertion. Se estima que el 
genoma humano contiene unas 500 000 copias de LI, pero la 
gran mayoria son elementos inmoviles incompletos. Se estima 
tambien que alrededor de 2% de los seres humanos posee un 
nuevo inserto genomico LI, es decir, un elemento LI que no 
estaba presente en el genoma de ninguno de los progenitores. 

Aun mas abundantes que las secuencias Ll son las Alu , 
interpuestas o diseminadas en mas de un millon de diferentes 
sitios a lo largo del genoma humano. Las Alu son una familia 
de secuencias cortas y relacionadas y poseen casi 300 pares de 
bases de longitud. Las secuencias Alu son muy similares a las 
pequenas RNA presentes en la serial de particulas de recono- 
cimiento de senales encontradas en union con los ribosomas 
unidos a membrana (pag. 286). Se presupone que durante el 
curso de la evolution, este RNA citoplasmico se copio en una 
secuencia de DNA por mediation de la transcriptasa inversa y 
se integro dentro del genoma. La impresionante amplification 
de las secuencias Alu ha ocurrido quiza por retrotransposicion a 
traves de una transcriptasa inversa y la endonucleasa codificada 
por las secuencias Ll. 

En virtud de esta prevalencia en el genoma humano, podria 
esperarse que la secuencia Alu estuviera repetida a traves de los 
genomas del resto del reino animal, pero no es asi. Estudios 
genomicos comparativos indican que las secuencias Alu apare- 
cieron primero como elementos transponibles en el genoma de 
los grandes primates hace unos 60 millones de anos y el numero 
de copias credo a partir de entonces. La frecuencia de transposi¬ 
tion de los elementos Alu se ha incrementado de forma notoria 
en el curso de la evolution de los primates y se estima hoy dia 
que en los seres humanos se aproxima a una por cada 200 naci- 
mientos. 

Cuando se descubre algo nuevo semejante a los elementos 
transponibles en un organismo, la primera pregunta de los biolo¬ 
gos es casi siempre: ^cual es su funcion? Muchos investigadores 
que estudian la transposition piensan que los elementos trans¬ 
ponibles son de manera primaria “basura”. De acuerdo con esta 
vision, un elemento transponible es un tipo de parasito geneti- 
co que puede invadir el genoma de un hospedador a partir del 
mundo externo, diseminarse dentro de el y transmitirse a su des- 
cendencia (siempre y cuando no tenga efectos adversos y serios 
en la capacidad del hospedador para sobrevivir y reproducirse). 
Si este es el caso, ello no significa que los elementos transpo¬ 
nibles no puedan hacer contribuciones positivas a los genomas 
eucariotas. A pesar de tal origen, una vez que una secuencia de 
DNA se halla en el genoma, este es susceptible de “utilizarse” 


para algun beneficio durante el curso de la evolution. Por esa 
razon, dicha portion del genoma se ha denominado “deposito de 
material genetico”. Existen diferentes mecanismos posibles por 
los cuales los elementos transponibles pudieron intervenir en la 
evolution adaptativa: 

1. En ocasiones, los elementos transponibles pueden llevar con 
ellos partes adyacentes del genoma del hospedador cuando 
se mueven de un sitio a otro. En teoria, dos segmentos no 
unidos del genoma del hospedador pueden conectarse para 
formar uno nuevo: un segmento compuesto. Este puede ser 
un mecanismo primario en la evolution de proteinas com- 
puestas por dominios derivados de diferentes genes ances- 
trales (vease fig. 2-36). 

2. Las secuencias de DNA que derivaron de modo original 
de los elementos transponibles se encuentran como partes de 
genes eucariotas, ademas de los segmentos de DNA que regu- 
lan la expresion genica. De acuerdo con un estudio reciente, 
las regiones codificantes de cerca de 1.3% del genoma humano 
contienen recuadros que se derivan de elementos Alu. i ' Las 
secuencias Alu solo se hallan en genomas de primates, lo cual 
indica que estos genes que contienen Alu se han modifica- 
do de manera sustancial por transposition en los pasados 60 
millones de anos. Tales hallazgos revelan la importancia de la 
transposition en la evolution y especies divergentes. 

3. En algunos casos, los elementos transponibles parecen dar 
lugar a genes ellos mismos. La enzima telomerasa, que de- 
sempena una funcion clave en la replication del DNA en 
los extremos terminales del cromosoma (vease fig. 12-20) 
pudieron originarse en una transcriptasa inversa codificada 
por un retrotransposon antiguo. Las enzimas participantes 
en los reordenamientos de los genes de los anticuerpos (vease 
fig. 17-16) se derivaron de una transposasa codificada por 
un transposon antiguo de DNA. Si asi fuera, la capacidad 
para protegerse de las enfermedades infecciosas es una con- 
secuencia directa de la transposition. 

Un punto es claro: la transposition ha tenido un profundo 
efecto en la composition genetica de los organismos. Resulta inte- 
resante observar que, hace apenas un par de decadas, los biologos 
consideraban que el genoma era un deposito estable de informa¬ 
tion genetica. En la actualidad resulta notable que los organismos 
puedan conservar su propia integridad de un dia para otro a la luz 
de esta reconfiguration a gran escala por reordenamiento genetico. 
Por su descubrimiento de la transposition, Barbara McClintock 
fue la unica que recibio el premio Nobel en 1983, a la edad de 81 
anos, unos 35 anos despues de su hallazgo initial. 


REVISION 


1. Describa el curso de los sucesos evolutivos que han 
dado lugar a las familias de multiples genes, como los 
que codifican a las globinas. <:C6mo pudieron estos 


4 Estos elementos Alu aparecen casi de forma exclusiva en exones que pueden de 
manera alternativa procesarse, lo cual significa que la celula es capaz de producir dos 
versiones de la proteina, una que contiene la secuencia codificante de Alu y una que 
carece de ella. Tal vez la presencia de elementos transponibles promueve la forma- 
cion de variaciones alternativas de una proteina. 
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sucesos originar a los seudogenes?, ^como crearian pro- 
teinas con funciones del todo diferentes? 

2. Describa dos mecanismos por medio de los cuales los 
elementos geneticos son capaces de moverse de un sitio 
del genoma a otro. 

3. Describa los efectos que han tenido los elementos 
transponibles en la estructura del genoma humano en 
los pasados 50 millones de anos. 


10.6 SECUENCIACION DE GENOMAS: _ 

LA BASE GENETICA DEL SFR HUMANO 

Determinar la secuencia nucleotidica de todo el DNA 
de un genoma es una tarea formidable. Durante las decadas de 
1980 y 1990, la tecnologia que acompano este esfiierzo mejoro 
de forma gradual conforme los investigadores desarrollaron 
nuevos vectores para clonar grandes segmentos de DNA e 
incrementaron los procedimientos automatizados para deter¬ 
minar las secuencias nucleotidicas de estos grandes fragmentos 
(se discute en la section 18.15). La primera secuencia completa 
de un organismo procariota se notified en 1995 y la prime¬ 
ra secuencia completa de un organismo eucariotico, la levadura 
que produce gemacion, S. cerevisiae, se informo un ano despues. 
Unos pocos anos despues (mientras la comunidad cientifica 
aguardaba los resultados de la investigacidn del genoma huma¬ 
no) se informaron las secuencias genomicas de numerosos orga- 
nismos procariotas y eucariotas (incluidos la mosca de la fruta, 
un nematodo y una angiosperma). Los investigadores pudieron 
determinar la secuencia de estos genomas con relativa rapidez 
porque son considerablemente mas pequenos que el genoma 
humano, el cual contiene alrededor de 3 200 millones de pares 
de bases. Para tratar de concebir este numero considerese que si 
cada par de bases del DNA fuera equivalente a una sola letra de 
esta pagina, la information contenida en el genoma humano se 
extenderia en un libro de un millon de paginas. 

Para el ano 2001 se habia publicado ya un primer infor¬ 
me de la secuencia nucleotidica de todo el genoma humano. 
La secuencia se describio como una “aproximacion” debido a 
que cada segmento se secuencio un promedio de cuatro veces, 
lo cual no es suficiente para una perfection absoluta y muchas 
regiones que resultaron dificiles de secuenciar se excluyeron. Los 
primeros intentos para describir la secuencia genomica, esto es, 
interpretar la secuencia en terminos del numero y tipo de genes 
codificantes, llevo a una sorprendente observation en relation 
con el numero de genes. Los investigadores concluyeron que el 
genoma humano contenia tal vez unos 30 000 genes que codi- 
fican proteinas. Mientras no se determino su secuencia comple¬ 
ta, se supuso que el genoma humano contenia cuando menos 
50 000 y quiza hasta 150 000 genes diferentes. 

La version “terminada” de la secuencia del genoma huma¬ 
no se informo en 2004, luego de que a) cada sitio se secuencio 
de siete a 10 veces para asegurar un alto grado de exactitud (al 
menos de 99.99%), y b) la secuencia contenia un numero mini- 
mo de huecos. Los huecos no secuenciados que persistian con- 
tenian regiones de los cromosomas (a menudo referidas como 


Numero estimado de genes que codifican proteinas 
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FIGURA 10-28 Comparaciones de genomas. Entre los eucariotas cuyos 
genomas se han secuenciado, el numero de genes codificadores de protema 
varia de unos 6 200 en levadura a 37 000 en el arroz; se piensa que los 
vertebrados tienen unos 25 000. Mientras que el numeros de genes estima- 
dos varia dentro de un intervalo modesto entre los eucariontes, la cantidad 
de DNA en un genoma varia ampliamente, y alcanza valores de 90 000 
millones de pares de bases en algunas salamandras (se desconoce el numero 
genico real para estos anfibios). Muchos de los organismos cuyos genomas 
se han secuenciado (p. ej., la mostaza Arabidopsis y el pez globo Fugu ) se 
seleccionaron porque poseen genomas especialmente compactos. 


“materia negra”) que poseen gran cantidad de secuencias de 
DNA muy repetidas, sobre todo alrededor de los centromeres 
de cada cromosoma. A pesar de los exhaustivos esfuerzos, estas 
regiones han opuesto dificultades para clonarse o secuenciarse 
con la tecnologia de ese momento. 

No obstante este notable avance en la determination de 
la secuencia de nucleotidos, aun hay incertidumbre acerca del 
numero real de genes que codifican proteinas en el genoma 
humano. De hecho, el estimado previo de 30 000 genes codifica¬ 
dores de proteinas se ha actualizado a la baja; en la actualidad se 
estiman unos 25 000, una cifra no mucho mayor que la corres- 
pondiente a la mosca de la fruta (alrededor de 14 000 genes) o 
un nematodo (alrededor de 21000 genes), y mas o menos equi¬ 
valente a la del raton, la mostaza ( Arabidopsis ) y el pez globo 
{Fugu) (fig. 10-28). 5 


5 En la figura 10-28 tambien puede verse que existe muy poca correlacion entre el 
numero de genes codificadores de protema y la cantidad total de DNA en el geno¬ 
ma. Por ejemplo, en el pez globo, que tiene aproximadamente el mismo numero de 
genes que otros vertebrados, el tamano del genoma es alrededor de un octavo del 
propio del ser humano. En el otro extremo del espectro, el genoma de determinadas 
salamandras es unas 30 veces mayor que el genoma humano. El contraste en el 
tamano del genoma entre los vertebrados refleja una notable diferencia en el conte- 
nido de DNA no codificador, en gran medida repetitivo. Es incierto el significado 
evolutivo de estas diferencias. 
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Si las diferencias de complejidad entre los organismos no 
pueden explicarse con base en el numero de genes en sus geno- 
mas, ^que las explica? En realidad no existe una buena respuesta 
a esta interrogante. Hay algunos cuantos puntos por considerar. 
Como se describe en ei capitulo 12, un gen unico puede codifi- 
car diferente numero de proteinas relacionadas como resultado 
de un proceso denominado empalme ( splicing ) alternative (vease 
section 12.5). Se estima que 60% de los genomas humanos rea- 
liza un empalme alternativo, de manera que el numero actual de 
proteinas codificadas por el genoma humano es por lo menos 
varias veces mas grande que el numero de genes que este con- 
tiene.Tal es la razon por la cual surgen grandes diferencias entre 
organismos cuando se explota este mecanismo “enriquecedor de 
genes”. Esta expectativa resulta consistente con el hecho de que 
los genes humanos tienden a ser mas complejos (es decir, contie- 
nen mas exones) que los de moscas y gusanos y probablemente 
son sometidos a una mayor cantidad de modificaciones postra- 
duccionales. Pareceria que la diferencia de complejidad entre 
seres humanos y otros animales (en particular otros vertebrados) 
no se correlaciona con la cantidad de information genetica here- 
dada, sino con el destino de ella asi como la forma de desarro- 
llarla. Por ejemplo, los mecanismos que controlan la expresion 
genetica pueden ser mas complejos en personas que en otros 
animales, sobre todo los vinculados con el desarrollo del cerebro. 
Este punto lo ejemplifica con claridad el par de fotografias de 
la figura 2-47, en la cual aparece una muestra de las diferencias 
proteinicas entre el hombre y el cerebro del chimpance. A pesar 
de que estas dos especies expresan genes semejantes, muchas de 
las proteinas codificadas por estos genes estan presentes en can- 
tidades sorprendentemente diferentes y exhiben modificaciones 
postraduccionales distintas. En buena medida, tales diferen¬ 
cias deben provenir de cambios en las secuencias no codifican- 
tes, regiones reguladoras que controlan el nivel de expresion de 
estos genes. 


Genomica comparativa: "si esta conservado, 
entonces debe ser importante" 

Los siguientes hechos deben tomarse en cuenta: a) la mayor 
parte del genoma consiste en DNA localizado entre los genes y 
representa el DNA intergenico y b) cada uno de los alrededor de 
25 000 genes que codifican proteinas posee sobre todo secuen¬ 
cias no codificantes (DNA intronico). Tornados en conjunto, 
estos hechos indican que la portion del genoma que codifica a 
proteinas representa un pequeno porcentaje del DNA total (que 
se estima en alrededor de 1.5%). La mayor parte del DNA inter¬ 
genico e intronico del genoma no contribuye a las capacidades 
de supervivencia y reproductivas de un individuo, de modo que 
no hay una presion selectiva que mantenga su secuencia inalte- 
rada. Como resultado, la mayoria de las secuencias intergenicas e 
intronicas tienden a cambiar con rapidez a medida que los orga¬ 
nismos evolucionan. En otras palabras, estas secuencias tienden a 
no conservarse. En cambio, aquellos segmentos del genoma que 
codifican secuencias proteinicas o contienen secuencias regu¬ 
ladoras que controlan la expresion genica (vease fig. 12-41) 
estan sometidos a la selection natural. Esta tiende a eliminar 
a los individuos cuyo genoma contiene mutaciones en estos ele- 


mentos funcionales. 6 Como resultado, estas secuencias tienden a 
conservarse. Se sigue de estos comentarios que la mejor manera 
de identificar secuencias funcionales es comparar los geno¬ 
mas de diferentes tipos de organismos. 

A pesar de que las especies humana y del raton no compar- 
ten un ancestro comun durante aproximadamente 75 millones 
de anos, las dos especies poseen genes similares, que se locali- 
zan en segmentos con un patron muy semejante. Por ejemplo, el 
numero y orden de los genes de la globina humana que se mues- 
tran en ia figura 10-23 son en esencia similares a los del geno¬ 
ma del raton. Como resultado, es una tarea muy simple alinear 
las regiones correspondientes del genoma humano y del raton. 
Por ejemplo, el cromosoma humano numero 12 comprende una 
serie de segmentos, en los cuales cada portion corresponde de 
manera regular a un bloque de DNA de un cromosoma de raton. 
El numero del cromosoma de raton que contiene cada bloque se 
indica como sigue. 


*!MH! 

Cromosoma humano 12 


Los estudios preliminares que derivan del alineamiento de seg¬ 
mentos de los genomas del ser humano y el raton sugieren que 
alrededor de 5% de las secuencias de DNA esta muy conserva¬ 
do entre las dos especies. Este es un porcentaje considerable- 
mente mas alto del que se esperaria por la combination de las 
regiones codificantes y las regiones reguladoras de genes (juntas 
representan 2% del genoma). Si se acepta uno de los principios 
mas importantes de la evolution molecular: “si esta conservado, 
entonces debe ser importante”, estos estudios revelan en conse- 
cuencia que partes del genoma, que se presumia eran secuencias 
no codificantes ni reguladoras “inutiles”, tienen en realidad una 
funcion importante, pero no definida aun. Es indudable que 
algunas de estas regiones codifican RNA pequenos descubier- 
tos hace poco tiempo, pero sus funciones no se han determi- 
nado todavia (se analiza en la section 11.5). Es probable que 
otras tengan “funciones cromosomicas” mas que “geneticas”. Por 
ejemplo, estas secuencias conservadas podrian ser importantes 
para el pareamiento cromosomico previo a la division celular. 
Cualquiera que sea la funcion, estos elementos genomicos a 
menudo se localizan a grandes distancias del gen mas cerca- 
no e incluyen algunas de las secuencias mas conservadas jamas 
descubiertas, con virtual identidad entre los genomas, humano 
y de raton. 

A1 comparar regiones del genoma de dos especies relacio¬ 
nadas de manera distante, como las del ser humano y del raton, 


6 Es posible reconocer dos caras opuestas de la seleccion natural. La seleccion negati- 
va o purificadora mantiene (conserva) secuencias con funciones importantes, porque 
los cambios reducen la probabilidad de que el individuo sobreviva y se reproduzca. 
Estas regiones del genoma evolucionan mas lentamente que las secuencias no fun¬ 
cionales cuyo cambio no tiene efecto en la aptitud del individuo y no estan sometidas 
a la seleccion natural (se dice que tales secuencias experimentan evolucion neutra). 
En cambio, la seleccion positiva o darwiniana promueve la asociacion y evolucion al 
seleccionar cambios de secuencia que hacen a los individuos mejor adaptados a su 
ambiente y por tanto les dan mayores probabilidades de sobrevivir y reproducirse. 
Estas regiones evolucionan mas rapido que los segmentos no funcionales. 
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| Diferencias nucleotidicas en al menos una especie 

FIGURA 10-29 Pequerios fragmentos de DNA estan muy conservados 
entre los seres humanos y especies relacionadas. La lfnea superior repre- 
senta la secuencia nucleotfdica de un segmento de DNA humano. Cada 
lfnea por debajo representa la secuencia nucleotfdica de otros primates, 
como se senala a la derecha. Estos bloques en cada lfnea representan seg- 
mentos cuya secuencia nucleotfdica se aparta del segmento que corresponde 
al humano. La lfnea inferior muestra las partes de este segmento de DNA 
que estan muy conservadas en todas las especies ilustradas, esto es, algunas 
partes cuya secuencia no varfa en ninguna de las ocho especies. (Tomada de 
R. A. Gibbs y D. L. Nelson, Science 299:1333,2003; © 2003, American 
Association for the Advancement of Science.) 


es posible identificar las regiones muy conservadas por decenas 
de millones de anos. Sin embargo, esta medida no es capaz de 
reconocer las secuencias funcionales del genoma humano que 
tienen un origen evolutivo mas cercano. Por ejemplo, lo anterior 
puede incluir a genes presentes en los seres humanos y ausentes 
en el raton o regiones reguladoras que han variado su secuencia 
durante el curso evolutivo de los primates para permitir que se 
unan a nuevas proteinas reguladoras. Las regiones del genoma 
que estan dentro de estas categorias son las mejor identifica- 
das por comparacion de secuencias en especies muy cercanas. 
Por ejemplo, en un estudio se compararon diferentes segmen- 
tos correspondientes al genoma de 17 especies distintas de pri¬ 
mates. Estos ensayos generaron los datos que se ilustran en la 
figura 10-29. Las partes con alto grado de conservation (que 
se indican con flechas en la parte inferior de la figura) corres- 
ponden a segmentos que codifican proteina (exones) y pequenas 
regiones que casi siempre se unen a las proteinas que regulan el 
gen. Como puede observarse en esta figura, la comparacion de 
secuencias de dos o tres especies diferentes no es suficiente para 
reconocer a la mayoria de las secuencias mas conservadas dentro 
de estos genomas. Esta en marcha un esfuerzo concertado (con 
el nombre de Proyecto ENCODE) para identificar todos los 
elementos funcionales presentes en el genoma humano. 

En esta exposition el interes ha recaido en las secuencias 
conservadas, que informan acerca de caracteristicas que el ser 
humano comparte con otros organismos. Si se desea comprender 
mejor la evolution biologica unica del ser humano, es necesario 
ver mas de cerca aquellas partes del genoma que lo distinguen 
de otras especies. Los chimpances son nuestro pariente vivo mas 


cercano, pues compartimos un ancestro comun que vivio en una 
epoca tan reciente como hace apenas cinco a siete millones de 
anos. Se penso que un analisis detallado de las diferencias de la 
secuencia del DNA y en la organization genica entre los seres 
humanos y el chimpance podria decir mucho acerca de la base 
genetica de caracteristicas surgidas recientemente que hacen 
unico al ser humano, como la marcha erguida y el uso avanzado 
de herramientas y lenguaje. Estas ultimas caracteristicas se han 
rastreado al cerebro humano, que tiene un volumen aproximado 
de 1 300 cm 3 (unas cuatro veces el del cerebro del chimpance). 

En 2005 se publico el borrador del genoma del chimpance. 
En terminos generales, los genomas del chimpance y humano 
difieren en alrededor de 4%,Io cual significa decenas de millones 
de diferencias, un nivel de divergencia considerablemente mayor 
que el esperado con base en estudios preliminares. Si bien parte 
de esta divergencia se debe a cambios de nucleotidos individua- 
les entre los dos genomas, el grueso se atribuye a diferencias 
mayores, como deleciones y duplicaciones de segmentos (vease 
la nota al pie de la pagina 410). 

Los investigadores han podido identificar cientos de genes 
en el linaje humano que evolucionan a un ritmo mas rapido que 
el de fondo (o neutro), supuestamente en respuesta a la selec¬ 
tion natural. Sigue siendo incierto cuales de estos genes en su 
caso contribuyen a “hacernos humanos”. Algunos de los genes 
de mas rapida evolution codifican proteinas implicadas en regu¬ 
lar la expresion genica (esto es, factores de transcription). Son 
precisamente los tipos de genes que se esperaria que genera- 
ran mayores diferencias fenotipicas, porque pueden afectar la 
expresion de muchos otros genes. De hecho, se supone que las 
diferencias entre factores de transcription del chimpance y el ser 
humano son la causa de las diferencias de expresion de las pro¬ 
teinas cerebrates que se presentan en la figura 2-47. Tambien se 
han descrito muchas otras diferencias, incluida la desactivacion 
de un gen de miosina en el linaje humano que podria estar vin- 
culada con la escasa musculatura mandibular en el ser humano, 
la perdida de genes para receptores olfatorios que podria haber 
reducido nuestro sentido del olfato, y alteraciones en determi- 
nados genes codificadores de RNA que parecen afectar el desa- 
rrollo encefalico. 

A la fecha, el mayor interes en este campo se ha concen- 
trado en un gen que codifica un factor de transcription llama- 
do F0XP2. Una comparacion de las proteinas FOXP2 del ser 
humano y el chimpance muestra dos diferencias de aminoacidos 
que han aparecido en el linaje humano desde el tiempo de la 
separation a partir del ancestro comun mas reciente. Lo que 
hace tan interesante a este gen es que las personas con muta- 
ciones en el gen FOXP2 sufren un grave trastorno del habla y el 
lenguaje. Entre otros deficit, los sujetos con este trastorno son 
incapaces de realizar los movimientos musculares finos de los 
labios y la lengua que se requieren para la comunicacion oral. 
Los calculos sugieren que los cambios en este “gen del habla” 
que lo distinguen de la version del chimpance se “fijaron” en el 
genoma humano en los pasados 120 000 a 200 000 anos, el lapso 
en que se piensa que aparecio el hombre moderno. Estos descu- 
brimientos sugieren que los cambios en el gen FOXP2 pudieron 
haber tenido un cometido importante en la evolution humana. 
El efecto de la secuencia del genoma humano en la practica de 
la medicina se analiza en la section Perspectiva humana que 
sigue. 
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Variacion genetica dentro 
de la poblacion humana 

No hay en el mundo dos personas exactamente iguales, porque 
no existen dos individuos, aparte los gemelos identicos, que ten- 
gan la misma secuencia de DNA en todo su genoma. El geno- 
ma humano cuya secuencia se determino en el Proyecto Genoma 
Humano original provenia en su mayor parte de un solo varon. 
Desde que se completo la secuencia, se ha puesto mucha aten- 
cion al modo en que la secuencia del DNA varia en la poblacion 
humana. Los polimorfismos geneticos son sitios en el genoma 
que varian de un individuo a otro. Dicho termino suele referirse 
a una variante genica que se presenta en cuando menos 1% de la 
poblacion de una especie. El concepto de polimorfismo genetico 
comenzo con el descubrimiento hecho en 1900 por el medico 
austriaco Karl Landsteiner de que las personas podrian tener 
cuando menos tres tipos sanguineos alternos, A, B u 0. Como se 
expone en la pagina 129, el grupo sanguineo es determinado por 
diferentes alelos de un gen que codifica una enzima que transfie- 
re azucar. Ahora que se conoce la secuencia genomica humana, 
es posible buscar nuevos tipos de variacion genetica que en la 
“era pregenomica” podrian nunca haberse revelado. 

Variacion de la secuencia de DNA El tipo mas comun de 
variabilidad genetica en seres humanos se presenta en sitios del 
genoma en que ocurren variaciones de nucleotidos individuales 
de un miembro a otro de la poblacion. Estos sitios se deno- 
minan polimorfismos de nucleotidos individuales (SNP, del 
ingles single nucleotide polymorphism). La vasta mayoria de los 
SNP existen como dos alelos alternos, por ejemplo A o G. Se 
piensa que la mayor parte de los SNP surgieron por mutation 
solo una vez durante el transcurso de la evolution humana, y 
son compartidos por individuos con un ancestro comun. Se han 
identificado millones de SNP comunes comparando secuencias 
de DNA tomadas de los genomas de cientos de individuos de 
diversas poblaciones etnicas. En promedio, dos genomas huma¬ 
nos tornados al azar tienen alrededor de tres millones de diferen- 
cias de nucleotidos individuales entre ellos, o una cada mil pares 
de bases. Aunque esta podria parecer una cifra elevada, significa 
que los seres humanos son en promedio 99.9% identicos entre 
si con respecto a la secuencia de nucleotidos, una semejanza 
probablemente mucho mayor que en la mayoria de especies de 
mamiferos. Esta similitud de secuencia refleja el hecho de que 
al parecer somos una especie joven en terminos evolutivos, y 
que el tamano de nuestra poblacion prehistorica era relativa- 
mente pequeno. Se estima que del vasto numero de SNP en el 
genoma, alrededor de 60 000 de ellos se encuentran dentro de 
secuencias codificadoras de proteina y ocasionan sustituciones 
de aminoacidos en la proteina codificada. Esto corresponde a 
unas dos sustituciones de aminoacidos por gen. Se piensa que es 
este cuerpo de variation genetica la principal causa de la varia¬ 
tion fenotipica observada entre los seres humanos. 


Variacion en el numero de copias Como se expuso en la 
pagina 404, la tecnica de analisis de bandas de DNA depende 
de diferencias en la longitud de secuencias minisatelite, lo cual a 
su vez depende del numero de copias de la secuencia que estan 
presentes en sitios especificos de los cromosomas. Este es un 
ejemplo de polimorfismo del numero de copias ( CNP , del ingles 
copy number polymorphism). Recientemente se descubrio que en 
la poblacion humana tambien son comunes muchos CNP de 
gran tamano, que ocurren en cientos o aun miles de regiones 
distintas del genoma, incluidas grandes cantidades de genes 
codificadores de proteinas. Debido a tales CNP, muchas per¬ 
sonas portan copias extra de uno o mas genes que codifican 
proteinas de importancia fisiologica. Las copias extra de genes 
por lo general se vinculan con sobreproduccion de una proteina, 
lo cual puede alterar el delicado balance bioquimico que existe 
dentro de una celula. Por ejemplo, se observa que una propor¬ 
tion significativa de los individuos que desarrollan enfermedad 
de Alzheimer de initio temprano posee copias adicionales del 
gtnAPP, el cual codifica la proteina que se piensa es la causante 
de la enfermedad (pag. 66). 

Variacion estructural Como se ilustra en la figura 10-30#, 
es posible que algunos segmentos del genoma cambien como 
resultado de duplicaciones, deleciones, inserciones, inversiones 
(cuando una pieza de DNA se encuentra en la orientation inver- 
sa) y otros sucesos. Estos tipos de cambios tipicamente implican 
segmentos de DNA cuya longitud va de miles a millones de 
pares de bases. Debido a su tamano relativamente grande, estos 
tipos de polimorfismos se denominan variantes estructurales, y 
apenas comienza a captarse la magnitud e importancia de su 
presencia. 

Desde los primeros dias del analisis microscopico de los 
cromosomas se sabe que aun entre las personas saludables la 
estructura cromosomica varia. En la figura 10-3CD se muestra 
un ejemplo de inversion cromosomica comun cuya existencia se 
conoce desde hace mas de 30 anos. Estudios recientes revelan 
que las variantes estructurales de tamano intermedio (demasia- 
do pequenas para verse al microscopio y demasiado grandes para 
detectarse con facilidad mediante analisis de secuencia ordina- 
rios) son mucho mas comunes de lo que se pensaba. Por ejem¬ 
plo, en un estudio los investigadores compararon el genoma de 
un ser humano “normal” con la secuencia original generada por 
el Proyecto Genoma Humano y descubrieron que diferian en 
297 variantes estructurales de tamano intermedio (>8 kilo- 
bases): 139 inserciones, 102 deleciones y 56 inversiones. Este es 
un nivel notable e inesperado de variation a gran escala. Como 
en el caso de los CNP, es posible que estas variantes estructura¬ 
les contribuyan a la variabilidad en la propension a enfermeda- 
des comunes. 

En la section Perspectiva humana del capitulo 12 se anali- 
zan efectos mas drasticos de variantes estructurales en la salud 
del ser humano. 


APLICACION DE ANALISIS GENOMICOS A LA MEDICINA 419 



Orden genico normal 


■ m m tsi mi w~i' tgt iht ~ 

Duplication genica (causa polimorfismo del numero de copias) 

H B D E F G H I J 

Deletion 

[A] B E D C F G H I 

Inversion 

M Hz I [Cl M ■ ■ 

Insercion 

(a) 

FIGURA 10-30 Variantes estructurales. a) Representacion esquematica de 
los principales tipos de polimorfismos genomicos que implican un segmen- 
to significative) de un cromosoma (p. ej., miles de pares de bases). La mayor 
parte de estos polimorfismos son demasiado pequenos para detectarse en el 
examen microscopico de cromosomas pero se detectan con facilidad cuando 
se determina el numero o la ubicacion cromosomica (o ambas cosas) de 



(b) 

genes individuals, b ) A la izquierda esta un cromosoma humano 9 normal 
y a la derecha un cromosoma humano 9 que contiene una gran inversion 
que incluye el centromero del cromosoma (flecha). La inversion, que es cla- 
ramente visible al microscopio, se encuentra en 1 a 3% de la poblacion. ( B , 
Reimpresa con autorizacion de C. Lee, Nature Gen. 37:661,2005 © 
copyright 2005 por MacMillan Magazines Limited.) 


PERSPECTIVA HUMANA 



Aplicacion de analisis genomicos a la medicina 


En las decadas pasadas, cientos de genes se han caracterizado como 
causa de enfermedades hereditarias raras. En la mayoria de estos estu- 
dios se han detectado familias con elevada frecuencia de una anoma- 
lia en particular. El reto inicial consistio en determinar que region 
del genoma comparten todos los miembros afectados de la familia. 
Cuando se reconocen la region vinculada con el trastorno y el gen 
afectado, el DNA de este segmento se aisla y se obtiene el gen mutan- 
te. Este tipo de procedimiento genetico es accesible para genes con 
una alta penetration, es decir, genes con una mutation que aparece en 
todos los pacientes con la anormalidad. Por ejemplo, el gen mutado 
en la enfermedad de Huntington (pag. 405) posee una alta penetration. 
Ademas, ningun otro gen del genoma causa la afeccion. 

La mayor parte de los padecimientos comunes que afectan 
a la especie humana, como el cancer, cardiopatlas, enfermedad de 


Alzheimer, diabetes, asma y depresion, tienen un componente gene¬ 
tico y se dice que poseen tendencia a presentarse y heredarse en las 
familias. Empero, a diferencia de las anomalias hereditarias, como 
la enfermedad de Huntington, no existe un solo gen ligado a esta 
afeccion. En realidad, se sabe que numerosos genes se relacionan 
con el riesgo de padecer la enfermedad. Ademas, factores no geneti- 
cos (p. ej., causas ambientales) modifican el desarrollo del trastorno. 
Asi, la probabilidad de desarrollar diabetes se incrementa de manera 
notoria en sujetos que tienen un aumento considerable de peso o 
bien la probabilidad de desarrollar cancer de pulmon se eleva con el 
tabaquismo. Uno de los objetivos de la comunidad de investigation 
medica es identificar los genes que contribuyen al desarrollo de estas 
enfermedades comunes, pero complejas en cuanto al mecanismo 
genetico. 
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Debido a su baja penetration, la mayoria de los genes que inducen 
un mayor riesgo de desarrollar afecciones graves no puede identificar- 
se a traves de estudios de ligamiento en familias. 1 En cambio, tales 
genes se identifican mejor analizando la ocurrencia de enfermedad en 
grandes poblaciones. Para efectuar este tipo de investigation, los cien- 
tificos comparan los genotipos de individuos que tienen la enfermedad 
especlfica con individuos de antecedentes etnicos similares no afecta- 
dos. El objetivo es descubrir un nexo (o correlation) entre un trastorno 
en particular, como la diabetes, y polimorfismos geneticos en comun. 
La utilidad potential de este metodo es ilustrada por el descubrimien- 
to a principios del decenio de 1990 de un fuerte nexo entre un alelo 
comun del gen que codifica la lipoproteina ApoE y la probabilidad 
de desarrollar enfermedad de Alzheimer. En estos estudios se observo 
que individuos que tenian cuando menos una copia del alelo AP0E4 
del gen tienen mucha mayor probabilidad de desarrollar esta enfer¬ 
medad neurodegenerativa discapacitante que las personas que carecen 
del alelo. Estos descubrimientos han abierto una rama importante de 
investigation sobre el vinculo entre metabolismo del colesterol, salud 
cardiovascular y enfermedad de Alzheimer. 

Los analisis de vinculacion pueden dividirse en dos tipos amplios, 
los estudios de genes candidatos y los estudios a nivel de todo elgenoma. 
En el primer caso, los investigadores buscan asociaciones entre una 
enfermedad y polimorfismos dentro de genes candidatos especificos 
que se han seleccionado en virtud de algun conocimiento previo acerca 
de sus funciones que los haga blancos probables. Por ejemplo, un equi- 
po de investigadores del sida se concentraron en el gen CCR5, porque 
se sabia que es un correceptor para el VIH-1 al ingresar a la celula 
hospedadora. Compararon la frecuencia de polimorfismos de CCR5 
en miembros infectados y no infectados de una poblacion que se sabia 
estaba en alto riesgo de contraer la enfermedad. Descubrieron que per¬ 
sonas de esta poblacion que eran homocigotas para una version del gen 
CCR5 que contenia una deletion especlfica de 32 pares de bases eran 
resistentes a la infection por el VIH, mientras que los homocigotos 
para este polimorfismo tenian una progresion mas lenta del sida flori- 
do. Este alelo D32 se encuentra en alrededor de 13% de los individuos 
de origen europeo, pero es raro en otros grupos investigados, incluidos 
los de origen africano. 

Como su nombre lo indica, los estudios al nivel de todo el genoma 
buscan nexos entre un estado patologico y polimorfismos que pueden 
localizarse en cualquier lugar del genoma. Para esto se requiere deter- 
minar la secuencia de nucleotidos de segmentos grandes del genoma 
de todos los sujetos que participan en el estudio. Los estudios de genes 
candidatos tienen mejores perspectivas de exito porque es probable que 
estos genes intervengan en la enfermedad. Los estudios al nivel del 
genoma son mas desafiantes, pero presentan mayores probabilidades 
de revelar nuevos indicios acerca de las bases subyacentes de la enfer¬ 
medad al poner al descubierto genes que no se sospechaba que tuvieran 
participation. Los productos de estos genes pueden en ultima instancia 
convertirse en blancos de nuevas avenidas de farmacoterapia. 

Como se dijo antes, los tipos mas comunes de variabilidad gene- 
tica en seres humanos son diferencias de un solo nucleotido (SNP), 
que estan distribuidas casi de manera uniforme en todo el genoma. 
Es probable que muchos de los SNP que modifican la especificidad 


a No todos los genes implicados en enfermedades comunes tienen baja penetrancia. 
Por ejemplo, la enfermedad de Alzheimer se presenta con alta frecuencia en perso¬ 
nas que tienen determinados alelos APP (pag. 66), y el cancer mamario ocurre con 
alta frecuencia en personas que tienen ciertos alelos BRCA (section 16.3). Pero estos 
tipos de polimorfismos de alta penetrancia raros no son factores importantes en el 
desarrollo de la gran mayoria de los casos de esas enfermedades. 


codificadora de un gen, o la regulation de la expresion de un gen, ten- 
gan un cometido importante en nuestra suceptibilidad a enfermedades 
complejas. Como el costo de genotipificar muestras de DNA humano 
ha disminuido en grado notable, los investigadores han comenzado a 
explorar los genomas de grandes cantidades de personas para iden- 
tificar SNP que ocurren mas a menudo en sujetos afectados por una 
enfermedad especlfica que en individuos saludables. Incluso si los 
SNP identificados no son la causa directa de la enfermedad, sirven 
como marcadores geneticos de un locus cercano que pudiera serlo. 
Estos principios son bien ilustrados por un estudio al nivel del geno¬ 
ma publicado en 2005 sobre degeneration macular vinculada con la 
edad (AMD, del ingles age-related macular degeneration ), que es la cau¬ 
sa principal de ceguera en ancianos. Inicialmente, los investigadores 
compararon 96 casos de AMD con 50 testigos, en busca de un nexo de 
la enfermedad con mas de 100 000 SNP que se hablan genotipificado 
en los sujetos. Encontraron una fuerte relation entre individuos con la 
enfermedad y un SNP en comun presente dentro del intron (parte no 
codificadora) de un gen llamado CFH que interviene en inmunidad e 
inflamacion. Los homocigotos para este SNP tuvieron 7.4 veces mayor 
riesgo de sufrir la enfermedad. Una vez que identificaron esta region 
del genoma como asociada AMD, determinaron la secuencia del gen 
CFH complete en 96 individuos. Hallaron que el SNP identificado 
estaba fuertemente ligado (vease la exposition de haplotipos mas ade- 
lante) con un polimorfismo dentro de la region codificadora del gen 
CHF, que colocaba una histidina en un sitio espedfico de la proteina. 
Otros alelos de la proteina CFH que no se relacionaban con riesgo de 
AMD tenian una tirosina en esta position. Estas observaciones cons- 
tituyen pruebas adicionales de que la inflamacion es un factor subya- 
cente en el desarrollo de AMD y senalan un bianco bien definido en 
la busqueda de tratamientos para la enfermedad. Es posible que con el 
tiempo, la susceptibilidad a cada trastorno sea revelada por su propio 
“perfil de SNP”. En consecuencia, tal vez un dia sea posible determi- 
nar si una persona esta geneticamente predispuesta a sufrir cardiopatia, 
enfermedad de Alzheimer o un tipo espedfico de cancer simplemente 
identificando cuales nucleotidos estan presentes en posiciones clave de 
su genoma. Esto podria permitir a los individuos modificar sus habitos 
a edad temprana, con el objetivo de prevenir el desarrollo posterior de 
un trastorno en particular. 

Es posible que los perfiles SNP tambien den una indication de 
como reactionary una persona a un farmaco espedfico, si es probable 
que este les sea de utilidad, si es probable que sufra efectos secunda- 
rios graves, o alguna combination de ello. Por citar un ejemplo, los 
individuos que portan un alelo con dos SNP especificos en un gen que 
codifica la enzima TPMT son incapaces de metabolizar una clase de 
tiopurinas que se usan con frecuencia para tratar un tipo de leucemia 
infantil. Los homocigotos para este alelo tienen un riesgo muy alto de 
desarrollar una supresion potencialmente letal de la medula osea cuan¬ 
do reciben las dosis normales de farmacos tiopurinicos. La mayoria 
de las enfermedades puede tratarse con varios medicamentos alternos, 
as! que la election apropiada de estos es un aspecto importante de la 
practica de la medicina. La industria farmaceutica espera que los datos 
de SNP finalmente lleven a una era de “farmacoterapia personalizada” 
que permita a los medicos prescribir farmacos especificos disenados 
para cada paciente individual con base en su perfil genetico. Es posible 
que esta era haya comenzado con la reciente aprobacion por la FDA 
de un biochip con DNA, que permite a los medicos inspeccionar el 
DNA del paciente a fin de determinar cuales variantes de dos genes 
de citocromo P-450 distintos posee (pag. 284). Estos genes ayudan a 
determinar la eficiencia con que una persona metaboliza diversos far¬ 
macos, que van desde analgesicos y antidepresivos hasta antipireticos 
de venta libre. 
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El uso de los datos de los SNP en estudios de relation supone un 
reto formidable debido al impresionante numero de estos polimorfis- 
mos en el genoma. A medida que los investigadores estudian la distri¬ 
bution de los SNP en diferentes poblaciones humanas, se llevo a cabo 
un descubrimiento que puede simplificar estos estudios de relation: 
grandes bloques de SNP se han heredado juntos como una unidad en el 
curso de la evolution humana reciente. Para ilustrar lo anterior consi- 
derese lo siguiente: si existiera una base en particular en cada uno de los 
sitios polimorficos en una region en particular del cromosoma, enton- 
ces las bases de todos los otros sitios polimorficos en la region podrian 
predecirse con un alto porcentaje de seguridad (p. ej., 90%). De acuerdo 
con la vision actual, los segmentos de SNP se han retenido juntos en el 
genoma en muchas generaciones debido a la recombination genetica 
(p. ej., cruzamiento) que no ocurre de manera aleatoria a lo largo del 
DNA, como se explico en la discusion del mapa de genes en la pagina 
394. En cambio, existen “puntos calientes”en los que la recombination 
sucede de manera frecuente y se intercambian bloques de DNA entre 
los “puntos calientes” que tienen una baja frecuencia de recombination. 
Como resultado, ciertos bloques de DNA (casi siempre de unos 20 kb 
en longitud) tienden a permanecer intactos debido a que se heredan de 
generaciones a generaciones. Estos bloques se conocen como haploti- 
pos. Los haplotipos se asemejan a “alelos gigantes multigenicos”; si se 
selecciona un sitio especlfico en un cromosoma particular, existe solo 
un limitado numero de haplotipos alternativos que pueden hallarse en 
esta region (fig. 1). Cada uno de los haplotipos alternativos esta defini- 
do por un pequeno numero de SNP (llamados “SNP etiqueta”) en esta 
region del genoma. Una vez que se ha determinado la identidad de un 
punado de SNP etiqueta dentro de un haplotipo, se conoce la identidad 
del haplotipo completo. 

El promedio de la longitud de los haplotipos y el numero de 
versiones alternativas de cada haplotipo varian entre diferentes pobla¬ 
ciones etnicas. Por ejemplo, las personas descendientes de individuos 
del norte de Europa parecen tener haplotipos grandes, con pocas ver¬ 
siones alternativas, en comparacion con las personas que descienden 
de los africanos. Este descubrimiento sugiere que el grupo anterior 
procede de una poblacion relativamente pequena en la que muchos 
de los haplotipos de sus ancestros se habian perdido. De acuerdo con 
un calculo, tan pocos como 50 individuos que vivieron hace 27 000 o 
50 000 anos dieron lugar a todas las poblaciones que hoy dia estan en 
el norte de Europa. Las poblaciones africanas presentan la variabilidad 
mas grande de haplotipos, segiin otros estudios que indican que las 
especies del ser humano moderno surgieron de Africa (pag. 404). 

En 2002, unos 25 grupos de investigadores comenzaron un trabajo 
en colaboracion, llamado Proyecto International Mapa de Haplotipos 
(HapMap), encaminado a identificar y localizar (“mapear”) los diversos 
haplotipos que existen en la poblacion humana. El HapMap conten- 
dria todos los haplotipos comunes (es decir, haplotipos presentes en 
cuando menos 5% de la poblacion) presentes a lo largo de cada uno 
de los 24 cromosomas humanos diferentes en 270 miembros de cuatro 
poblaciones etnicamente distintas. Las poblaciones por examinar fue- 
ron yoruba de Africa, han de China, japoneses y europeos occidentales 
(descendientes establecidos en Utah). El proyecto finalizo en 2006 y 
dio por resultado la publication de un HapMap constituido con base 
en mas de cuatro millones de SNP etiqueta espaciados uniforme- 
mente en todo el genoma. 

Ahora que el HapMap esta disponible, los investigadores deben 
poder identificar nexos entre una enfermedad especifica y un haploti¬ 
po dado. Una vez que se establece tal nexo, la region del genoma que 
contiene el haplotipo puede analizarse en cuanto al gen o los genes en 
particular que contribuyen a la susceptibilidad de alguna enfermedad. 
El analisis de los mapas de haplotipos puede tambien proporcionar 
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FIGURA 1 El genoma se divide en bloques (haplotipos). La linea supe¬ 
rior muestra un segmento hipotetico de DNA que contiene un numero de 
SNP (cada SNP se indica con un circulo negro). Este segmento particular 
consiste en cinco haplotipos separados por cortas secuencias de DNA muy 
variables. Cada haplotipo aparece como un pequeno numero de variantes. 
De los haplotipos mostrados aqui existen tres a seis diferentes variantes. 
Cada variante de haplotipo se caracteriza por un grupo especlfico de SNP, 
indicado por los circulos de color. Todos los SNP de un haplotipo particular 
variante estan dibujados en el mismo color para indicar que se heredaron 
como un grupo y que se encuentran juntos en diferentes miembros de la 
poblacion. Cada persona representada en la parte inferior de la ilustracion 
tiene una combination especifica de haplotipos en sus dos cromosomas. 
Algunas variantes de haplotipos se encuentran en muchos diferentes grupos 
etnicos y otras poseen una distribution mucho mas limitada. 


datos sobre orfgenes y migraciones de las poblaciones humanas y arro- 
jar valiosos indicios sobre los factores que pudieron haber moldeado 
el genoma humano. Esto es ilustrado por el siguiente ejemplo. El que 
un adulto pueda beber leche o no sin sufrir molestias estomacales (es 
decir, el que sea tolerante a la lactosa o no) depende de cuales alelos 
del gen de la lactasa porte en su genoma. La tolerancia a la lactosa se 
vincula con un haplotipo inusualmente largo que contiene un alelo del 
gen de la lactasa el cual se expresa de manera persistente en la edad 
adulta. Este haplotipo en particular esta presente con alta frecuencia 
en poblaciones europeas, que han tenido una larga historia de crfa de 
animales lecheros, y es raro en la mayorfa de las poblaciones subsaha- 
rianas y del sureste asiatico, que historicamente no han criado dichos 
animales. Su alta frecuencia entre europeos sugiere que este haplotipo 
particular estuvo bajo intensa presion selectiva positiva en poblaciones 
que dependian de productos lacteos para su nutrition. Este haplotipo 
individual tiene mas de un millon de bases de longitud, lo cual indica 
que no ha estado junto como bloque un tiempo suficientemente grande 
para que el entrecruzamiento haya tenido oportunidad de romperse 
en fragmentos mas pequenos. De hecho, se estima que este haploti¬ 
po estuvo sujeto a fuerte presion selectiva hace 5 000 a 10 000 anos, 
aproximadamente la epoca en que se cree que aparecio la crfa de hatos 
lecheros. 
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V I A S EXPERIMENTALES 


La naturaleza quimica del gen 


Tres anos despues de que Gregor Mendel presentara los resultados 
de su trabajo acerca de la herencia en plantas de guisantes, Friedrich 
Miescher se graduo en una escuela de medicina en Suiza y viajo a 
Tubingen, Alemania; su objetivo era hacer una estancia de un ano y 
estudiar bajo la direction de Ernst Hoppe-Seyler, uno de los quimicos 
mas notables (y tal vez el primer bioquimico) de ese periodo. Miescher 
se intereso en las sustancias quimicas contenidas en el nucleo de la 
celula. Para aislar material de los nucleos celulares con un minimo de 
contamination por los componentes citoplasmicos, Miescher necesita- 
ba celulas con nucleos grandes y faciles de obtener en gran cantidad. 
Eligio leucocitos, que obtuvo del pus de vendajes quirurgicos desecha- 
dos por una clinica local. Miescher trato las celulas con acido clorhi- 
drico diluido al cual anadio un extracto desproteinizado de estomago 
de cerdo (dicho extracto contenia pepsina, una enzima proteolitica). 
El residuo conseguido despues de este tratamiento se componia sobre 
todo de nucleos celulares aislados que se asentaron en el fondo del 
tubo. A continuation extrajo los nucleos con alcali diluido. El material 
soluble del alcali se purifico de manera adicional mediante precipita¬ 
tion con acido diluido y nueva extraction con alcali diluido. Miescher 
observo que el extracto alcalino contenia una sustancia con propieda- 
des diferentes a las descubiertas con anterioridad: era una molecula 
muy grande, de caracter acido y rica en fosforo. Denomino a este mate¬ 
rial “nucleina”. El ano de residencia de Miescher concluyo y retorno 
a su hogar en Suiza, en tanto que Hoppe-Seyler, cauteloso acerca de 
los resultados, repitio el trabajo. Confirmados los resultados, Miescher 
publico los hallazgos en 1871. 1 

De vuelta en Suiza, Miescher continuo sus estudios de la quimi¬ 
ca del nucleo celular. Como vivia cerca del Rhin, podia obtener con 
facilidad salmones que nadaban contra la corriente y arribaban llenos 
de huevecillos o espermatozoides maduros. Los espermatozoides eran 
celulas ideales para estudiar los nucleos. Al igual que los leucocitos, se 
pueden obtener en gran cantidad y 90% de su volumen corresponde 
al nucleo. Las preparaciones de Miescher con nucleina obtenida de 
espermatozoides tenian un porcentaje mas elevado de fosforo (casi 
10% de su peso), en comparacion con los leucocitos, lo que indicaba 
que poseian menos proteina contaminante. En realidad, fueron las pri- 
meras preparaciones de DNA relativamente puro. El termino “acido 
nucleico’To acuno en 1889 Richard Altmann, discipulo de Miescher, 
quien experimento con metodos de purification de DNA libres de pro- 
teinas de varios tejidos animales y levaduras. 2 

En los ultimos dos decenios del siglo xix, numerosos biologos se 
dedicaron al estudio de los cromosomas y describieron su evolution 
durante la division celular y el lapso entre sus divisiones (pag. 390). 
Una forma de observar cromosomas consistio en tenir estas estruc- 
turas celulares con colorantes. Un botanico de nombre E. Zacharias 
descubrio que el mismo colorante que revelaba los cromosomas tam¬ 
bien tenia una preparation de nucleina extraida con el procedimiento 
de Miescher de digestion con pepsina en un medio de HC1. Ademas, 
cuando las celulas extraidas con pepsina y HC1 se extrajeron de modo 
subsecuente con alcali diluido, procedimiento ya conocido para extraer 
nucleina, el residuo celular (incluidos los cromosomas) ya no contenia 
material tenible. Estos y otros resultados apoyaron de forma consisten- 
te la idea de que la nucleina era un componente de los cromosomas. 
Otto Hertwig, quien estudio la evolution de los cromosomas durante 
la fecundation, afirmo en 1884 en una disertacion profetica: “creo que 
cuando menos he hecho muy probable que la nucleina sea la sustancia 
encargada no solo de la fecundation, sino tambien de la transmision 
de las caracteristicas hereditarias”. 3 De manera ironica, cuanto mas se 


aprendia acerca de las propiedades de la nucleina, menos se la conside- 
raba candidata para ser el material genetico. 

Durante los 50 anos que siguieron al descubrimiento del DNA 
de Miescher se describio la quimica de la molecula y la naturaleza de 
sus componentes. Algunas de las contribuciones mas importantes 
en esta tarea fueron obra de Phoebus Aaron Levene, quien emigre de 
Rusia a Estados Unidos en 1891 y con el tiempo logro un puesto en el 
Rockefeller Institute de Nueva York. Levene fue quien por fin resolvio 
uno de los problemas mas resistentes de la quimica del DNA cuando 
en 1929 determino que el azucar de los nucleotidos era la 2-desoxirri- 
bosa. 4 Para aislar el azucar, Levene y E. S. London colocaron el DNA 
en el estomago de un perro mediante una abertura quirurgica y luego 
recolectaron muestras del intestino del animal. A medida que el DNA 
pasaba por el estomago y el intestino, varias enzimas del conducto 
digestivo del animal actuaron sobre la molecula y fragmentaron los 
nucleotidos en sus componentes y entonces se pudieron aislar y anali- 
zar. Levene resumio sus conocimientos de los acidos nucleicos en una 
monografia publicada en 1931. 5 

A Levene se le acredita la determination de la estructura en 
bloques del DNA, aunque tambien se le imputa el mayor tropiezo u 
obstaculo en la busqueda del material genetico. En este periodo, cada 
vez fue mas evidente que las proteinas eran muy complejas y mostra- 
ban gran especificidad como catalizadores en una notable variedad de 
reacciones quimicas. Por otra parte, se penso que el DNA se integraba 
con bloques formados por los cuatro nucleotidos repetidos de forma 
monotona. El principal defensor de esta conception del DNA, que se 
llamo teoria de los tetranucleotidos, fue Phoebus Levene. Puesto que 
los cromosomas solo contenian dos elementos, es decir, DNA y protei¬ 
na, pocos dudaban que la proteina fuera el material genetico. 

Mientras tanto, conforme se analizaba la estructura del DNA, se 
desarrollo una nueva linea de investigation en apariencia sin relation 
con el campo de la bacteriologia. A principios del decenio de 1920 se 
observo que algunas especies de bacterias patogenas eran capaces de 
crecer en el laboratorio en dos formas diferentes. Las bacterias con 
capacidad virulenta, esto es, celulas bacterianas causantes de enfer- 
medad, formaron colonias con morfologia lisa, regular y en forma de 
domo. Por el contrario, las celulas bacterianas no virulentas crecieron 
en colonias de morfologia rugosa, plana e irregular (fig. I). 6 El micro¬ 
biologo britanico J. A. Arkwright introdujo los terminos liso (S) y 
rugoso (R) para describir estos dos tipos. Al observarlas al microscopio, 
las celulas que formaban las colonias S estaban rodeadas por una capa 
de consistencia gelatinosa, de la cual carecian las celulas de las colonias 
R. La capsula bacteriana protege a las bacterias de las defensas del hos- 
pedador, lo que explica por que las celulas R, sin capsula, no provocan 
infection en animales de laboratorio. 

Debido a su gran efecto sobre la salud humana, las bacterias 
causantes de neumonia (Streptococcuspneumoniae, o neumococos) son 
desde hace mucho tiempo foco de atencion entre los microbiologos. 
En 1923, Frederick Griffith, medico del British Ministry of Health, 
demostro que los neumococos tambien crecen como colonias S o R y 
ademas que las dos formas eran interconvertibles, es decir, en ocasiones 
una bacteria R podia convertirse en una bacteria S, o viceversa. 7 Por 
ejemplo, Griffith observo que si inyectaba un numero considerable de 
bacterias R a un raton, el animal casi siempre desarrollaba neumonia y 
producia bacterias que formaban colonias de morfologia S. 

Con anterioridad se habia demostrado que el neumococo se pre- 
sentaba en varios tipos distintos (I, II y III), distinguibles entre si a 
nivel inmunologico. En otras palabras, se pueden obtener anticuerpos 
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FIGURA1 A la derecha se observan colonias coalescentes formadas con neu- 
mococos vimlentos de tipo S y a la izquierda colonias pequenas con neumo- 
cocos no virulentos de tipo R. Como se describe despues, las celulas de estas 
colonias S en particular son el resultado de la transformacion de la bacteria 
R por DNA de los neumococos del tipo S muertos por calor. (Tomada de 
O. T. Avery, C. M. MacLeod y M. McCarty, J Exp Med 1944; 79:153; 
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de animales infectados que solo reaccionan con uno de los tres tipos. 
Mas aun, una bacteria de un tipo nunca da lugar a celulas de otro tipo. 
Cada uno de los tres tipos de neumococos podia ocurrir en las formas 
SoR. 

En 1928, Griffith realizo un descubrimiento sorprendente cuan- 
do inyecto varias preparaciones bacterianas en un raton. 8 La inyec- 
cion de numerosas bacterias S muertas por calor o de un pequeno 
numero de bacterias R vivas no causo por si misma ningun dano al 
raton. Sin embargo, cuando se inyectaron juntas las preparaciones 
al mismo raton, este desarrollo neumonia y murio. Se pudieron aislar 
y cultivar bacterias virulentas del raton. Para ampliar sus datos, inyecto 
combinaciones de bacterias de diferentes tipos (fig. 2). De manera ini¬ 
tial inyecto a ocho ratones con bacterias S de tipo I muertas por calor 
junto con un pequeno inoculo de la cepa R tipo II de bacterias vivas. 
Dos de los ocho animales contrajeron neumonia y Griffith pudo ais¬ 


lar y cultivar celulas bacterianas S tipo I virulentas de raton infectado. 
Puesto que era imposible que las bacterias muertas por calor volvieran 
a la vida, Griffith concluyo que las celulas muertas de tipo I habian 
suministrado algo a las celulas vivas no encapsuladas de tipo II que las 
transformo en la forma encapsulada de tipo I. Cuando crecio en culti- 
vo, la bacteria transformada continuo su production de celulas de tipo 
I y en consecuencia el cambio era estable y permanente. 

Los datos de Griffith acerca de la transformacion los confirmaron 
pronto varios laboratorios de todo el mundo, incluido el de Oswald 
Avery, inmunologo del Rockefeller Institute , la misma institution don- 
de trabajaba Levene. Al principio, Avery dudo de que una sustancia 
liberada por una celula muerta pudiera alterar el aspecto de una celula 
viva, pero se convencio cuando Martin Dawson, un joven ayudante, 
confirmo los mismos resultados en su laboratorio. 9 Entonces Dawson 
intento demostrar que la transformacion no ocurre siempre en un ani¬ 
mal hospedador vivo. Un extracto crudo de bacterias S muertas, mez- 
clado con un pequeno numero de celulas no virulentas (R) cultivadas 
en presencia de antisuero R podia convertir las celulas R en la forma L 
virulenta. Las celulas transformadas siempre fueron del tipo caracteris- 
tico (I, II o III) de las celulas S muertas. 10 

El siguiente paso lo dio J. Lionel Alloway, otro miembro del labo¬ 
ratorio de Avery, quien tuvo que solubilizar el agente transformante. 
Esto se logro tras congelar y descongelar con rapidez las celulas muer¬ 
tas donantes, calentar en seguida las celulas fragmentadas, centrifugar 
la suspension y hacer pasar el sobrenadante a traves de un filtro de 
porcelana cuyos poros impedian el paso de las bacterias. El extracto 
soluble asi filtrado mostro la misma capacidad transformadora que las 
celulas muertas por calor al principio. 11 

En los siguientes 10 anos, Avery y sus colegas enfocaron su aten- 
cion en purificar la sustancia causante de la transformacion y deter- 
minar su identidad. Tan sorprendente como puede parecer ahora, en 
aquel tiempo ningun laboratorio del mundo se dedico a identificar el 
“principio transformante”, como lo llamo Avery. Los avances en este 
punto fueron lentos. 12 Con el tiempo, Avery y sus colaboradores, Colin 
MacLeod y Maclyn McCarty, lograron aislar una sustancia activa del 
extracto soluble capaz de causar la transformacion en concentration 
de apenas una parte en 600 millones. Todas las pruebas sugerian que 
la sustancia activa era DNA, ya que: a) poseia muchas de las propieda- 
des quimicas caracteristicas del DNA, b) ningun otro tipo de material 
pudo detectarse en la preparation y c) los ensayos con diferentes enzi- 
mas mostraron que solo aquellas capaces de digerir el DNA podian 
inactivar el principio transformante. 

El trabajo publicado en 1944 se escribio con escrupulosa caute- 
la, sin conclusiones espectaculares, y afirmaba que los genes estaban 
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FIGURA 2 Se muestra el experimento 
que lievo a cabo Griffith cuando des- 
cubrio la transformacion bacteriana. 
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constituidos por DNA y no por proteinas. 13 Es digno de mencionar 
que el trabajo suscito escasa atencion. Maclyn McCarty, uno de los tres 
autores, narro un incidente en 1949 cuando se los invito a disertar en 
la Johns Hopkins University, junto con Leslie Gay, quien analizaba los 
efectos del nuevo farmaco dimenhidrinato para tratar el mareo de tras- 
lacion. La gran sala estaba repleta y “luego de un breve periodo de pre- 
guntas y respuestas y despues de la presentation del trabajo [de Gay], 
el presidente de la sociedad se presento como un segundo orador. Muy 
poco de lo que se dijo se pudo escuchar a causa del bullicio de la gente 
que permaneda fuera de la sala. Cuando concluyo la salida de quienes 
abandonaron la sala pude contar, despues de los primeros minutos de 
mi discurso, a escasas 35 personas que permanecieron en el auditorio, 
quiza para escuchar algo acerca de la transformation del neumococo o 
porque sintieron que debian quedarse por cortesia”. Pero el verdadero 
potential del descubrimiento de Avery se revela en una carta que escri- 
bio en 1943 a su hermano Roy, tambien bacteriologo: 

Si estamos en lo correcto, y por supuesto que esto todavia no 
se ha demostrado, entonces los acidos nucleicos no solo son 
importantes desde el punto de vista estructural, sino tambien las 
sustancias activas en sentido funcional para definir la actividad 
bioquimica y las caracteristicas especificas de una celula, ademas 
de que por medio de una sustancia quimica conocida es posible 
inducir cambios predecibles hereditarios en las celulas. Esto es 
algo que durante mucho tiempo fue el sueno de los genetistas 
(...) Suena como si un virus pudiera ser un gen. Pero no estoy 
interesado ahora en los mecanismos: un paso a la vez (...) Por 
supuesto, el asunto esta erizado de implicaciones (...) Se rela- 
ciona con genetica, quimica enzimatica, metabolismo celular y 
sintesis de carbohidratos, etc. Sin embargo, en la actualidad se 
requieren suficientes pruebas bien comprobadas para convencer 
a todos de que la sal sodica del acido desoxirribonucleico, libre 
de proteinas, posee actividad biologica y propiedades especificas 
y esta es la prueba que ahora tratamos de obtener. Es muy diver- 
tido hacer burbujas, pero es mas sensato reventarlas uno mismo 
antes que alguien lo haga. 

Se han escrito muchos articulos y parrafos en libros para ave- 
riguar la razon que explique la falta de entusiasmo por los datos de 
Avery. Parte de ello quiza sea el estilo discrete del articulo y el hecho 
de que Avery era bacteriologo, no genetista. Algunos biologos estaban 
convencidos de que las preparaciones de Avery debian estar contami- 
nadas con cantidades minimas de proteina y que ese contaminante, no 
el DNA, era el agente transformador activo. Otros se preguntaban si 
los estudios acerca de la transformation en las bacterias podian tener 
relevancia alguna en el campo de la genetica. 

En los anos siguientes a la publication del trabajo tuvieron lugar 
cambios importantes en la genetica. Se reconocio la existencia de 
cromosomas bacterianos y algunos prominentes genetistas volvieron 
su atencion a esos procariotas. Estos cientificos estaban convencidos 
de que el conocimiento logrado por el estudio de organismos celula- 
res muy simples arrojaria luz sobre los mecanismos que operan en la 
mayoria de las plantas y animales mas complejos. Ademas, los trabajos 
de Erwin Chargaff y sus colegas acerca de la composition de las bases 
del DNA acabaron con la idea de que esta molecula era solo una sim¬ 
ple serie de nucleotidos repetidos (se discute en la pagina 422). 14 Este 
date revelo a los investigadores la posibilidad de que el DNA poseia 
las propiedades necesarias para desempenar un papel importante en el 
almacenamiento de information. 

Siete anos despues de la publication del trabajo de Avery sobre la 
transformation bacteriana, Alfred Hershey y Martha Chase de los Cold 
Spring Harbor Laboratories de Nueva York se enfocaron en un sistema 
todavia mas simple, los bacteriofagos, o virus que infectan celulas bac- 
terianas. Alrededor de 1950, los investigadores reconocieron que aun 
los virus tenian un programa genetico. Los virus inyectaron su material 


genetico en una celula hospedadora, en la que pudo dirigir la formation 
de nuevas particulas virales dentro de la celula infectada. En cues- 
tion de minutos, la celula infectada estallo y libero nuevas particulas de 
bacteriofago que infectaron a celulas hospedadoras vecinas. 

Era claro que el material genetico capaz de dirigir la formation de 
la progenie viral debia ser DNA o proteinas, puesto que eran las unicas 
dos moleculas del virus. Observaciones con microscopio electronico 
mostraron que durante la infection, la masa del bacteriofago perma- 
necia fuera de la celula, fijada a la superficie celular por apendices 
fibrosos (fig. 3). Hershey y Chase razonaron que el material genetico 
del virus debia poseer dos propiedades. Primero, si el material dirige el 
desarrollo de nuevos bacteriofagos durante la infection, entonces debia 
pasar al interior de la celula infectada. Segundo, si el material porta 
information, esta debe transmitirse a la segunda generation de bacte¬ 
riofagos. Hershey y Chase prepararon dos grupos de bacteriofagos para 
utilizar como material infectante (fig. 4). Un grupo contenia DNA 
marcado con fosforo radiactivo (DNA[ 32 P]); el otro grupo poseia 
proteina marcada con azufre radiactivo (proteina[ 35 S]). Puesto que el 
DNA carece de atomos de azufre (S) y la proteina no tiene atomos de 
fosforo (P), estos dos radioisotopos suministraron marcas distinguibles 
en los dos tipos de macromoleculas. El plan experimental consistio en 
infectar a una poblacion de celulas bacterianas con uno u otro tipo de 
bacteriofago, esperar unos pocos minutos y luego desprender los virus 
vacios de la superficie celular. Luego de diferentes intentos y metodos 
para separar la cubierta del fago unida a la bacteria, observaron que 
la mejor manera de lograrlo era mantener la suspension de bacterias 
infectadas a la action de las hojas giratorias de una licuadora. Una vez 
desprendidas las particulas del virus de las celulas se pudieron centri- 
fugar las bacterias del fondo del tubo y los virus vacios permanecieron 
en el sobrenadante. 

Con base en este procedimiento, Hershey y Chase determinaron 
la radiactividad dentro de las celulas en comparacion con la radiac- 
tividad de las cubiertas vacias de fago. Observaron que en celulas 



FIGURA 3 Micrografia electronica de una celula bacteriana infectada por 
bacteriofago T4. Se observa un fago unido por medio de sus fibras de la cola 
a la superficie externa de la celula bacteriana, mientras que las cabezas de 
fagos apenas formados se ensamblan en el citoplasma de la celula hospeda¬ 
dora. (Lee D. Simon/Photo Researchers, Inc.) 
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FIGURA 4 Experimento de Hershey-Chase que muestra que las 
celulas bacterianas infectadas con un fago que contiene DNA 
marcado con 32 P (moleculas de DNA en rojo) se marcan de forma radiacti- 
va y producen progenie de fagos marcada. En cambio, las celulas bacterianas 


infectadas con fagos que contienen proteina marcada con 35 S (cubiertas de 
fago en rojo) no se marcan de manera radiactiva y producen solo progenie 


sin marcas. 


infectadas con un bacteriofago marcado con proteina radiactiva, la 
radiactividad permanecia en las cubiertas vacias. Por el contrario, en las 
celulas infectadas con un bacteriofago marcado con DNA radiactivo, 
la radiactividad pasaba al interior de la celula hospedadora. Respecto 
de la radiactividad transmitida a la siguiente generacion, encontraron 
que menos de 1% de la proteina marcada en la progenie, y casi 30% del 
DNA marcado, pasaron a la siguiente generacion. 

La publication de los experimentos de Hershey y Chase en 
1952, 15 junto con el abandono de la teoria de los tetranucleotidos, 
limito todos los obstaculos restantes para aceptar que el DNA era el 
material genetico. Entonces surgio un nuevo y enorme interes por una 
molecula hasta entonces ignorada. El escenario estaba listo para el des- 
cubrimiento de la doble helice. 
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SINOPSIS 


Los cromosomas son portadores de informacion genetica. Las pri- 
meras observaciones condujeron a los biologos a considerar el papel 
genetico de los cromosomas. Estas observaciones incluyen la precision 
del reparto de cromosomas entre las celulas hijas durante la division 
celular; la comprobacion de que los cromosomas de una especie per- 
manecen constantes en forma y numero de una division celular a la 
siguiente; el dato de que el desarrollo embrionario requiere un conjunto 
en particular de cromosomas, y la observacion de que el numero de cro¬ 
mosomas se divide a la mitad antes de la formacion de los gametos y se 
duplica luego de la union de un espermatozoide y un ovulo durante la 
fecundacion. Los datos de Mendel suministraron a los biologos nuevos 
criterios para identificar a los portadores de los genes. Los estudios de 
Sutton acerca de la formacion de gametos en el saltamontes revelaron 
la existencia de cromosomas homologos, la vinculacion de homologos 
durante la division celular que precede a la formacion de gametos y 
la separacion de los homologos durante la primera division meiotica 
(pag. 389). 

Si los genes estan empaquetados juntos en los cromosomas transmi- 
tidos de padres ahijos, entonces los genes en los mismos cromosomas 
deben estar ligados uno con otro para formar grupos de ligamiento. 

La existencia de grupos de ligamiento se confirmo en varios sistemas, 
en particular en la mosca de la fruta en la que se observo que doce- 
nas de mutaciones pueden ordenarse en cuatro grupos unidos que 
corresponden a tamano y numero en los cromosomas presentes en las 
celulas de estos insectos. A1 mismo tiempo, se descubrio que la union 
era incompleta, es decir, los alelos que de manera original estan pre¬ 
sentes en un cromosoma determinado no permanecen juntos en todos 
los casos durante la formacion de los gametos, sino que se someten a 
una distribution aleatoria entre los homologos paternos y maternos. 
Se propuso que este fenomeno, al cual Morgan denomino entrecru- 
zamiento, se debe al rompimiento y union de segmentos de cromoso¬ 
mas homologos que ocurrian cuando los homologos se relacionaban 
durante la primera division meiotica. El analisis de descendientes por 
apareamiento entre adultos y portadores de un tipo de mutation sobre 
el mismo cromosoma indica que la frecuencia de recombination entre 
dos genes suministra una medida de la distancia relativa que separa a 
estos dos genes. Por lo tanto, se puede usar la frecuencia de recombina- 
ciones para preparar mapas detallados de series ordenadas de genes a lo 
largo de cada cromosoma en una especie. El mapa genetico de la mosca 
de la fruta, basado en la frecuencia de recombinaciones, se comprobo de 
manera independiente mediante el examen de la localization de dife- 
rentes bandas en el cromosoma politeno gigante observado en ciertos 
tejidos larvarios de estos insectos (pag. 391). 

Los experimentos analizados en la section Vias experimentales 
suministran datos concluyentes acerca de que el DNA es material 
genetico. El DNA es una molecula helicoidal con dos cadenas de 
nucleotidos que discurren en direcciones opuestas con esqueleto 
central exterior y las bases nitrogenadas hacia adentro. Los nucleo¬ 
tidos de una cadena que contienen adenina son complementarios de 
los nucleotidos de la otra cadena que contienen timina, y del mismo 
modo para los nucleotidos que poseen guanina y citosina. Como resul- 
tado, las dos cadenas de una molecula de DNA son complementarias 
entre si. La informacion genetica esta codificada en la secuencia lineal 
especifica de los nucleotidos que constituyen las cadenas. El modelo 
de Watson-Crick de la estructura del DNA sugirio un mecanismo de 
replicacion, incluidos la separacion de las cadenas y el uso de cada una 
como plantilla para dirigir el orden de ensamblado de los nucleotidos 
durante la construction de la cadena complementaria. El mecanismo 
por el cual el DNA regia el ensamblado de una proteina especifica per- 


manecia en misterio absoluto. La molecula de DNA mostrada en la 
figura 10-10 es un estado relajado que tiene 10 pares de bases por vuelta 
de la helice. Dentro de la celula, el DNA tiende a subenrollarse (con 
menor numero de pares de base por vuelta) y se dice que muestra super- 
enrollamiento negativo, estado que facilita la separacion de las cadenas 
durante la replicacion y transcription. El estado de superenrollamiento 
del DNA puede alterarse por action de las topoisomerasas, enzimas 
capaces de cortar, reordenar y de nueva cuenta unir las cadenas de DNA 
(pag. 395). 

Toda la informacion genetica presente en un solo conjunto haploide 
de los cromosomas de un organismo constituye el genoma del orga- 
nismo. La variedad de secuencias del DNA que forman el genoma 
y el numero de copias de esas secuencias diferentes describen su 
complejidad. El conocimiento de la complejidad del genoma procede 
de los primeros estudios que mostraron una molecula de DNA constitui- 
da por dos cadenas que se pueden separar por calor; cuando la tempe- 
ratura de la solution desciende, las cadenas complementarias sencillas 
vuelven a unirse para formar la doble cadena de las moleculas estables 
de DNA. El analisis de la cinetica de este proceso de renaturalizacion 
suministra una medida de la concentracion de secuencias complemen¬ 
tarias, que a su vez indica la variedad de secuencias presentes en una 
cantidad determinada de DNA. Cuanto mayor sea el numero de copias 
de una secuencia particular en el genoma, mayor es su concentracion y 
mas rapida su renaturalizacion (pag. 402). 

Cuando se reconstruyen fragmentos de DNA procedentes de celu¬ 
las eucariotas, la curva muestra de ordinario tres pasos distintos que 
corresponden ala renaturalizacion de tres diferentes tipos de secuen¬ 
cias de DNA. La fraccion altamente repetida consta de secuencias de 
DNA cortas repetidas en gran numero e incluyen DNA satelite situado 
en el centromero de los cromosomas, DNA minisatelite y DNA micro- 
satelite. Estos ultimos dos grupos tienden a ser muy variables, causan 
ciertas enfermedades hereditarias y constituyen la base de las tecni- 
cas de huellas de DNA. La fraccion moderadamente repetida incluye 
secuencias de DNA que codifican RNA ribosomal y de transferencia 
y proteinas de histona, asi como varias secuencias con funciones no 
codificantes. La fraccion no repetida contiene genes codificantes de 
proteinas, de los cuales solo hay una copia por conjunto haploide 
de cromosomas (pag. 403). 

La organization de la secuencia del genoma es capaz de cambiar, ya 
sea con lentitud en el curso de la evolucion o con rapidez a conse- 
cuencia de una transposicion. Los genes eucariotas que codifican 
proteinas casi siempre son miembros de una familia de multigenes, 
cuyos elementos evidencian datos de una evolucion originada en un 
gen ancestral comun. Se cree que el primer paso en este proceso es la 
duplicacion de un gen, la mayor parte de las veces quiza por el fenome¬ 
no de entrecruzamiento desigual. Una vez ocurrida la duplicacion, seria 
de esperar que la sustitucion de nucleotidos modifique a varios miem¬ 
bros en diferentes formas y produzca una familia de secuencias repeti¬ 
das con estructura similar pero no identica. Por ejemplo, los genes de 
globina estan formados con los grupos de genes localizados en dos cro¬ 
mosomas distintos. Cada grupo contiene varios genes relacionados 
que codifican polipeptidos de globina empleados en diversas etapas de 
la vida del animal. Los grupos tambien contienen seudogenes, homolo¬ 
gos de los genes de globina, pero sin funcion (pag. 409). 

Ciertas secuencias de DNA son capaces de moverse con rapi¬ 
dez de un lugar a otro en el genoma por un mecanismo llamado 
transposicion. Estos elementos transponibles se conocen como trans- 
posones y son capaces de integrarse por si mismos de forma aleatoria 
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a traves del genoma. Los transposones mejor estudiados se encuentran 
en bacterias. Se caracterizan por secuencias invertidas repetidas en sus 
extremos terminales, un segmento interno que codifica a una transpo- 
sasa requerida para su integracion y la formation de secuencias repe¬ 
tidas cortas en el DNA bianco que flanquea al elemento en el sitio de 
integracion. Los elementos eucariotas susceptibles de cambiar de sitio 
pueden desplazarse mediante varios mecanismos. En la mayor parte de 
los casos, el elemento se transcribe a un RNA, que puede ser copiado 
por una transcriptasa inversa codificada por elemento, y el DNA copia¬ 
do se integra en el sitio especifico. La fraction moderadamente repetida 
del DNA contiene dos grandes familias de elementos transponibles, la 
familia Alu y la LI (pag. 411). 

En la decada pasada, mas de un centenar de diferentes genomas se 
han secuenciado. Estos esfuerzos han generado un importante hecho 
en el ordenamiento y la evolution, ya sea de los componentes del geno¬ 


ma que codifican a proteinas o de aquellos que no codifican. El genoma 
humano contiene solo alrededor de 25 000 genes que codifican protei¬ 
nas, pero muchos mas polipeptidos pueden sintetizarse como resultado 
de actividades de amplification de genes, como el procesamiento alter¬ 
native. Es posible obtener informacion acerca de los elementos fun- 
cionales del genoma humano comparando la secuencia con secciones 
homologas de otros genomas para determinar cuales porciones estan 
conservadas y cuales tienden a sufrir diversificaciones en su secuencia. 
Se supone que las secuencias conservadas tienen una funcion, sea la de 
codificar o la de regular. Los genomas del chimpance y del ser humano 
difieren en alrededor de 4%. Comparar secuencias en los dos geno¬ 
mas proporciona informacion acerca de genes que han sido sometidos 
a selection positiva en el linaje humano y subyacen a algunas de las 
caracteristicas unicas del ser humano (pag. 415). 


PREGUNTAS ANALITICAS 


1. ,:En que habrian diferido los resultados de Mendel si dos de los 
siete rasgos estudiados los codificaran genes situados uno cerca del 
otro sobre alguno de los cromosomas de las plantas del guisante? 

2. Sutton pudo suministrar datos visuales de la ley de segregation de 
Mendel. <;Por que era imposible para el confirmar o refutar la ley 
de la permutation independiente de Mendel? 

3. Los genes X, Yy Z se localizan en el mismo cromosoma. Registre 
en un mapa sencillo el orden de los genes y la distancia relativa 
entre los genes X, Y y Z a partir de los datos siguientes: 


Frecuencia de 

Entre 

entrecruzamiento 

estos genes 

36% 

x-z 

10% 

Y-Z 

26% 

X-Y 


4. Los alelos situados sobre extremos opuestos de un cromosoma 
tienen tal probabilidad de separarse durante el entrecruzamiento 
que pueden hacerlo de manera independiente. <;C6mo es posible 
determinar mediante cruzamiento genetico si estos dos genes per- 
tenecen al mismo grupo unido?, ,:c6mo podria establecerse esto 
mediante la hibridacion de acidos nucleicos? 

5. ,:Que puntos de la figura 10-17 se observarian en la renaturali- 
zacion del DNA que codifica RNA ribosomal? Suponga que 
tiene una preparacion pura de fragmentos de DNA cuyas secuen¬ 
cias codifican RNA ribosomal. Trace la renaturalizacion de este 
DNA superpuesta a la curva del DNA total mostrada en la figura 
10-17. 

6. Cerca de 5% del genoma humano consiste en la actualidad de 
duplicaciones de segmentos que han evolucionado en los pasados 
35 millones de anos. ,:C6mo supone usted que los investigadores 
son capaces de estimar cuando se duplico una region particular de 
un cromosoma? 

7. En la pagina 412 se afirmo que al menos 45% del genoma humano 
deriva de elementos transponibles. El numero actual podria ser 
mucho mayor, pero es imposible hacer una determination aproxi- 
mada del origen de muchas otras secuencias. <:Por que supone 


usted que es dificil hacer tales afirmaciones acerca del origen de 
muchas de las secuencias del genoma humano? 

8. Suponga que tiene dos soluciones de DNA, una de cadena sencilla 
y otra de doble cadena, con absorbancia de luz ultravioleta equi- 
valente a 260 nm. <:Cual deberia ser la concentration del DNA al 
comparar estas dos soluciones? 

9. <:Que patron de marcado seria esperable despues de la hibridacion 
in situ entre cromosomas mitoticos y RNA mensajero de mio- 
globina marcada y entre los mismos cromosomas y el DNA de la 
histona marcada? 

10. De acuerdo con la composition de bases que determino Chargaff, 
<:cual de las siguientes caracterizaria a cualquier muestra de DNA?: 
a) [A] + [T] = [G] + [C]; b) [A]/[T] = 1; c) [G] = [C]; d) [A] 
4 - [G] = [T] + [C]. Si el contenido de C de la preparacion de una 
doble cadena del DNA es de 15%, ,:cual seria el contenido de A? 

11. Si 30% de las bases de una cadena sencilla de DNA es T, entonces 
30% de las bases de las cadenas es A. ,:Es cierto o falso?, <;por 
que? 

12. ^Concuerda usted con la affirmation segun la cual T representa 
la temperatura en la cual 50% de las moleculas de DNA en una 
solution es de cadena unica? 

13. Asuma que encuentra un primate con un gen de la globina beta 
con una sola secuencia interpuesta. ^Piensa que este animal pudo 
evolucionar de un ancestro primitivo que se separo de otros ani- 
males antes de la aparicion del segundo intron? 

14. En 1996 se publico un informe en Lancet sobre el nivel de expan¬ 
sion de trinucleotidos en el DNA de los donantes de sangre. Estos 
investigadores encontraron que el nivel de expansion de los tri¬ 
nucleotidos disminuyo en grado significativo con la edad. <; Puede 
proporcionar alguna explication a estos hallazgos? 

15. Suponga que usted busca un SNP especifico en el genoma donde 
la mitad de la poblacion tiene una adenina (A) y la otra mitad tie¬ 
ne una guanina (G). ^Existe alguna manera de determinar cuales 
de estas variantes estaban presentes en seres humanos ancestrales 
y cuales se hicieron frecuentes durante la evolution humana? 



428 Capftulo 10 NATURALEZA DEL GEN Y EL GENOMA 


41 . SITIO EN INTERNET www.wiley.com/college/karp 


K3* 


Las animaciones ylos videos I ™ indicados en este capftulo pueden visitarse en el sitio de Cell and Molecular Biology de 

Karp en Internet. Tambien hallara todas las respuestas a las preguntas analfticas recien planteadas, autoexamenes que le ayudaran 
a prepararse para los examenes. y vinculos con fascinantes recursos. La seccion lecturas adicionales que sigue se amplfa en el sitio 
en Internet. 


LECTURAS ADICIONALES 


Balter, M. 2005. Are humans still evolving? Science 309:234—237. 
Bates, A. D. 2006. DNA topoisomerases: single gyrase caught in the 
act. Curr. Biol. 16:R204-R206. 

Bell, C. G., et al. 2005. The genetics of human obesity. Nature Revs. 
Gen. 6:221-234. 

Biemont, C. 6c Vieira, C. 2006. Junk DNA as an evolutionary force. 
Nature 443:521-524. 

Cantor, C. R. 6c Nelson, M. R. 2005. Haplotyping in biomedici¬ 
ne—practical challenges. Nature Biotech. 23:21—22. 

Cattaneo, E., et al. 2002. The enigma of Huntington’s disease. Sci. 
Am. 287:92-97. [Dec.] 

Check, E. 2005. Patchwork people. Nature 437:1084-1086. [variacio- 
nes estructurales en seres humanos.] 

Cozzarelli, N. R., et al. 2006. Giant proteins that move DNA: 
bullies of the genomic playground. Nature Revs. Mol. Cell Biol. 
7:580—588. [sobre topoisomerasas.] 

Daiger, S. P. 2005. Was the Human Genome Project worth the effort? 
Science 308:362—363. 

Ellegren, H. 2004. Microsatellites: simple sequences with complex 
evolution. Nature Revs. Gen. 5:435—445. 

Feuk, L., et al. 2006. Structural variation in the human genome. 
Nature Revs. Gen. 7:85—97. 

Fisher, S. E. 6c Marcus, G. F. 2006. The eloquent ape: genes, brains 
and the evolution of language. Nature Revs. Gen. 7:9—20. 

Gunter, C., et al. 2004. Nature insight: Human genomics and medi¬ 
cine. Nature 429:439—481. 

International Human Genome Sequencing Consortium. 2004. 
Finishing the euchromatic sequence of the human genome. Nature 
431:931-945. 

Kaiser, J. 2006. NIH goes after whole genome in search of disease 
genes. Science 311:933. 

Kazazian, H. H., Jr. 2004. Mobile elements: drivers of genome evolu¬ 
tion. Science 303:1626—1632. 


Klug, A. 2004. Historical perspective: the discovery of the DNA 
double helix./ Mol. Biol. 335:3—26. 

Marx, J. 2005. Huntington’s research points to possible new therapies. 
Science 310:43-45. 

Nadeau, J. H. 6c Lee, C. 2006. Copies count. Nature 439:798-799. 
[sobre polimorfismo de numero de copias.] 

Panopoulou, G. 6c Poustka, A. J. 2005.Timing and mechanism of 
ancient vertebrate genome duplications—the adventure of a hypo¬ 
thesis. Trends Gen. 21:559-567. 

Pearson, C. E., et al. 2005. Reviews on nucleotide repeat instability. 
Nature Revs. Gen. 6, #10. 

Pennisi,E.2006. DNA’s molecular gymnastics. Science 312:1467-1468. 
[sobre formas no B de DNA.] 

Ponting, C. P. 6c Lunter, G. 2006. Human brain gene wins genome 
race. Nature 443:149—150. 

Royal, C. D. M., et al. 2004. Reviews on human race and genetic 
variation. Nature Gen. (Nov. Supplement) 36:S5—S47. 

Ruvolo, M. 2004. Comparative primate genomics: the year of the 
chimpanzee. Curr. Opin. Gen. Dev. 14:650-656. 

Sabeti, P. C. 2006. Positive natural selection in the human lineage. 
Science 312:1614-1620. 

Schlotterer, C. 2004. The evolution of molecular markers—just a 
matter of fashion? Nature Revs. Gen. 5:63—69. 

Seeman, N. C. 2004. Nanotechnology and the double helix. Sci. Amer. 
pp. 64-75. [June.] 

Stein, L. D. 2004. End of the beginning. Nature 431:915—916. [sobre 
la secuencia del genoma humano.] 

Winchester, G. 2003. 50 years before the double helix. Curr. Biol. 
13:R747—R749. [primeros descubrimientos sobre los cromosomas 
como portadores de genes.] 








Expresion del material genetico: 
de la transcripcion a la traduccion 


11.1 Relation entre genes y protei'nas 

11.2 Sinopsis de la transcription 

en celulas procariotas y eucariotas 

11.3 Si'ntesis y procesamiento de los RNA 
ribosomal y de transferencia 

11.4 Si'ntesis y procesamiento de RNA 
mensajeros 

11.5 RNA no codificadores pequenos 
y vias de silenciamiento de RNA 

11.6 Codification de la information 
genetica 

11.7 Decodificacion de los codones: la 
funcion de los RNA de transferencia 

11.8 Traduccion de la information 
genetica 

perspectiva humana: Aplicaciones 

clinicas de la interferencia de RNA 

v(as experimentales: La funcion 

del RNA en la catalisis 


E n muchos aspectos, el progreso de la biologia en el siglo pasado se refleja en el 
cambio del concepto de gen. Como resultado del trabajo de Mendel, los biologos 
aprendieron que los genes son elementos discretos que dominan la apariencia 
de rasgos especificos. De haber tenido la oportunidad, Mendel habria argumentado a 
favor del concepto de que un gen determina un rasgo. Boveri, Weismann, Sutton y sus 
contemporaneos descubrieron que los genes y su representation fisica formaban parte de 
los cromosomas. Morgan, Sturtevant y sus colegas demostraron que los genes tienen una 
localization especifica (se hallan en lugares determinados de cromosomas particulares y 
esta localization permanece constante de un individuo a otro). Griffith, Avery, Hershey 
y Chase demostraron que los genes estan compuestos de DNA (acido desoxirribonuclei- 
co), y Watson y Crick resolvieron el problema de la estructura del DNA, lo que explicaba 
de que manera esta macromolecula podia codificar information heredable. 

A pesar de que la formulation de estos conceptos fue un paso importante en la 
comprension de la genetica, ninguno de estos define el mecanismo por medio del cual 
la information almacenada en un gen se convierte en el trabajo que dirige las actividades 
celulares. Este es el tema principal que se analiza en esta section. Primero se describen 
las propiedades del gen y despues su funcion en la expresion de los caracteres heredita- 
rios. • 


Modelo de la subunidadgrande de un ribosoma procariota a una resolucibn de 2.4 A mediante cristalografla 
de rayosX. Esta vista se enfoca en el espacio del sitio activo de la subunidad grande que consiste por entero en 
RNA. El RNA aparece engris, laproteina en dorado y el sitio activo se reconocepor la union de un inhibidor 
(en verde). (Cortesi'a de Thomas A. Steitz,Yale University.) 
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11.1 RELACIQN ENTRE GENES Y PRQTE1NAS 

En 1908 el medico escoces Archibald Garrod senalo que 
los sintomas observados en personas afectadas por ciertas enfer- 
medades hereditarias raras eran efecto de la ausencia de enzimas 
especificas; este fue el primer hallazgo importante de la funcion 
de un gen. Uno de los trastornos que investigo Garrod fue la 
alcaptonuria, un padecimiento facil de diagnosticar por el color 
oscuro que adquiere la orina cuando se expone al aire. Garrod 
observo, en personas con alcaptonuria, la ausencia en la sangre 
de una enzima que oxida el acido homogentisico, compuesto 
formado durante el procesamiento de los aminoacidos fenil- 
alanina y tirosina. El acido homogentisico acumulado se excreta 
por la orina y le confiere una tonalidad oscura al oxidarse por 
el aire. Garrod habia descubierto la relation entre un gen, una 
enzima y una enfermedad metabolica especificos. Denomino 
a estas enfermedades “errores innatos del metabolismo”. Tal y 
como ocurrio con otras observaciones tempranas cruciales en 
genetica, los descubrimientos de Garrod se ignoraron durante 
decadas. 

En 1940, George Beadle y Edward Tatum, del California 
Institute of Technology, resucitaron la idea de que los genes con- 
trolaban la production de enzimas. Estos investigadores estudia- 
ron la Neurospora, un moho tropical del pan que en condiciones 
normales puede crecer en medios muy simples con una sola 


fuente de carbono organico (p. ej., un azucar), sales inorganicas 
y biotina (una vitamina del complejo B). Puesto que sus necesi- 
dades para vivir son minimas, debia tener capacidad para sinteti- 
zar todos los metabolitos requeridos. Beadle y Tatum razonaron 
que un organismo con capacidad de sintesis tan amplia debia 
ser muy sensible a diferencias enzimaticas, faciles de descubrir 
mediante el protocolo experimental apropiado. En la figura 
11-1 se muestra el protocolo simplificado que se utilizo. 

En esencia, el plan de Beadle y Tatum consistia en radiar 
las esporas del moho y analizarlas en busca de mutaciones que 
causaran la alteration de alguna enzima. Para detectar estas 
mutaciones investigaron la capacidad de las esporas radiadas 
para crecer en medio minimo, sin los componentes esenciales que 
debia sintetizar el propio organismo (fig. 11-1). Si una espora 
era incapaz de crecer en medio minimo, pero crecia en medio 
de cultivo suplementado con alguna coenzima particular (p. ej., 
acido pantotenico de coenzima A), entonces los investigadores 
podian concluir que las celulas portaban una deficiencia enzima- 
tica que impedia que tales celulas sintetizaran estos compuestos 
esenciales. 

Beadle y Tatum radiaron primero a miles de celulas. Dos 
de dichas celulas perdieron su capacidad de crecer en un medio 
minimo: una necesito piridoxina (vitamina B 6 ) y la otra tiamina 
(vitamina Bj). Por ultimo, se investigo la descendencia de casi 
100 000 esporas radiadas y se aislo a docenas de diferentes tipos 
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FIGURA 11-1 El experimento de 
Beadle-Tatum para la separa¬ 
tion de mutantes geneticos en 

Neurospora. Las esporas se radia¬ 
ron para inducir mutaciones (paso 
1) y se permitio que las colonias 
crecieran en tubos con medio 
suplementado (paso 2). Despues 
se probo la capacidad de las espo¬ 
ras individuales producidas por las 
colonias para crecer en un medio 
minimo (paso 3). Aquellas que no 
crecieron eran mutantes y la tarea 
consistia en identificar al gen 
mutante. En el ejemplo mostrado 
en el paso 4 se encontro que una 
muestra de las celulas mutantes 
crecia en el medio minimo suple¬ 
mentado con vitaminas, pero no 
en el medio suplementado con 
aminoacidos. Esta observacion 
senala una deficiencia en una 
enzima que ayuda a la formacion 
de una vitamina. En el paso 5, el 
crecimiento de estas mismas celu¬ 
las en un medio minimo suple¬ 
mentado con una u otra de las 
vitaminas indica que la deficiencia 
reside en un gen que participa en 
la formacion del acido pantoteni¬ 
co (parte de la coenzima A). 
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de mutantes. Cada mutante poseia un gen y por tanto presenta- 
ba una deficiencia enzimatica que impedia a la celula catalizar 
una reaccion metabolica particular. Los resultados fueron claros: 
un gen especifico portaba informacion para elaborar una enzima 
particular. Esta conclusion se conocio como la hipotesis de “un 
gen-una enzima”. Con posterioridad, cuando se descubrio que 
las enzimas se componen por lo general de mas de una cade- 
na de polipeptidos, cada una codificada por un gen distinto, el 
concepto se denomino “un gen-un polipeptido”. Si bien esta 
relation se aproximo mucho mas a la funcion basica de un gen, 
tuvo que modificarse debido al descubrimiento de que un solo 
gen genera con frecuencia varios polipeptidos vinculados como 
resultado del procesamiento ( splicing) alternative (discutido en 
la section 12.5). 

,;Cual es la naturaleza molecular del defecto en una protei- 
na por una mutation genetica? La respuesta a esta pregunta sur- 
gio en 1956, cuando Vernon Ingram de la Cambridge University 
publico la consecuencia molecular de la mutation que causa la 
anemia de las celulas falciformes. La hemoglobina posee cuatro 
grandes polipeptidos. Pese a que estas moleculas eran muy gran- 
des para secuenciarlas con la tecnologia de esa epoca, ingram 
ideo una forma de hacerlo. Por medio de la enzima proteolitica 
tripsina escindio en varios fragmentos especificos preparados 
de hemoglobina normal y hemoglobina de celulas falciformes. 
Entonces analizo estos fragmentos peptidicos mediante cro- 
matografia en papel para determinar si eran diferentes algunos 
de los productos de la digestion por tripsina de la hemoglobina 
normal y las celulas falciformes. De los 30 peptidos o mas pre- 
sentes en la mezcla, uno migro de manera diferente en las dos 
preparaciones; en apariencia, esta unica diferencia fiie la cau- 
sante de todos los sintomas relacionados de la enfermedad. Una 
vez que se separaron los peptidos, Ingram tenia solo un pequeno 
fragmento para secuenciar en lugar de la proteina completa. La 
diferencia observada fue la sustitucion de una valina en la hemo¬ 
globina de las celulas falciformes por un acido glutamico de la 
molecula normal. Ingram habia demostrado que una mutation 
en un solo gen podia causar una sustitucion aminoacidica en la 
secuencia de un polipeptido. 


Revision del transito de la informacion 
dentro de las celulas 

Hasta aqui se ha establecido la relation entre information gene¬ 
tica y secuencia de aminoacidos, pero este conocimiento por si 
solo no proporciona indicios acerca del mecanismo para gene- 
rar cadenas de polipeptidos especificas. Segun se sabe ahora, 
existe un intermediario entre un gen y su polipeptido, el RNA 
mensajero (acido ribonucleico mensajero, mRNA). El descu¬ 
brimiento del mRNA lo realizaron en 1961 Francois Jacob y 
Jacques Monod del Institute Pasteur en Paris, Sydney Brenner de 
la University of Cambridge y Matthew Meselson del California 
Institute of Technology. Un RNA mensajero se ensambla como 
una copia complementaria de una de las dos cadenas de DNA 
que constituyen un gen. La sintesis de un RNA a partir de un 
DNA molde se llama transcription. Esta secuencia de nucleoti- 
dos es complementaria de la del gen a partir del cual se transcri¬ 
be, por lo que el mRNA tiene la misma information contenida 
en el propio gen. En la figura 11-2 se muestra una revision de 
la funcion del RNA mensajero y su participation en el transito 
de la information en la celula eucariota. 

El uso de un RNA mensajero permite a la celula separar 
information almacenada de la information utilizada. Mientras 
el gen permanece almacenado, aislado dentro del nucleo como 
parte de una enorme molecula inmovil de DNA, puede trans¬ 
mits su information a un acido nucleico movible mucho mas 
pequeno capaz de llegar al citoplasma. Una vez en el citoplasma, 
el mRNA puede servir como molde para controlar la incorpo¬ 
ration de aminoacidos en el orden especifico codificado por la 
secuencia de nucleotidos del DNA y el mRNA. El uso del RNA 
mensajero tambien permite a la celula incrementar de manera 
considerable su actividad. Una molecula de DNA puede servir 
como molde en la formation de muchas moleculas de mRNA, 
cada una de las cuales puede usarse para la sintesis de gran 
numero de cadenas de polipeptidos. 

Las proteinas se sintetizan en el citoplasma por un proce- 
so complejo conocido como traduction. Esta requiere la par¬ 
ticipation de docenas de componentes diferentes, incluidos los 



FIGURA 11-2 Revision del flujo de informacion 
en una celula eucariota. El DNA de los cro- 
mosomas localizados dentro del nucleo contiene 
toda la informacion genetica almacenada. Los 
sitios seleccionados del DNA se transcriben en 
pre-mRNA (paso 1) y se procesan en RNA men- 
sajeros (paso 2). Los RNA mensajeros se despla- 
zan fuera del nucleo (paso 3) hacia el citoplasma, 
donde los ribosomas que se mueven a lo largo del 
mRNA (paso 4) los traducen en polipeptidos. 
Despues de la traduccion, el polipeptido se pliega 
para adquirir su conformacion nativa (paso 5). 
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ribosomas. Estos ultimos son componentes inespecificos de la 
maquinaria de traduction. Tales complejos citoplasmicos pueden 
programarse como “maquinas”, como una computadora, para 
traducir la information codificada por cualquier RNA mensaje- 
ro. Los ribosomas contienen proteinas y RNA. Los RNA de un 
ribosoma se conocen como RNA ribosomales (o rRNA) y, del 
mismo modo que los RNA mensajeros, cada uno se transcribe 
a partir de las cadenas de DNA de un gen. En lugar de fun- 
cionar como portadores de information, los rRNA reconocen 
y unen otras moleculas, proveen apoyo estructural y catalizan 
las reacciones quimicas por medio de las cuales los aminoaci- 
dos se unen de manera covalente. Los RNA de transferencia (o 
tRNA) constituyen otro tercer grupo importante de RNA que 
se requiere durante la sintesis de proteinas. Los RNA de trans¬ 
ferencia son necesarios para traducir la information codificada 
en los nucleotidos del mRNA en el “alfabeto” de aminoacidos de 
un polipeptido. 

Los rRNA y los tRNA deben su actividad a sus comple¬ 
jos secundarios y estructuras terciarias. A diferencia del DNA, 
que siempre tiene una estructura que semeja una doble heli- 
ce sin importar cual sea la fuente de donde provenga, muchos 
RNA adoptan formas tridimensionales complejas por medio 
del plegamiento, estructuras que son muy diferentes de un tipo 
de RNA a otro. En consecuencia, al igual que las proteinas, los 
RNA pueden efectuar diversas funciones debido a que adoptan 



FIGURA 11-3 Estructura bidimensional de un RNA ribosomal bacteriano 

que muestra la extensa complementariedad de bases entre regiones diferen¬ 
tes de la cadena sencilla. La seccion amplificada evidencia la secuencia de 
bases de un tallo y asa, incluidos un apareamiento de bases no convencional 
(G-U) y un nucleotido modificado, la metiladenosina. Una de las helices 
aparece con diferente sombreado porque juega un papel esencial en la fun- 
cion del ribosoma, como se discute en la pagina 472. En la figura ll-43£ se 
muestra un ejemplo de la estructura tridimensional de un RNA. 


gran variedad de formas. Como en las proteinas, el plegamiento 
de las moleculas de RNA sigue ciertas reglas. Asi como la fun- 
cion principal del plegamiento de proteinas es cubrir residuos 
hidrofobos en su interior, una regia importante del plegamiento 
del RNA es integrar regiones que formen pares de bases com- 
plementarios (fig. 11-3). Como se observa en la figura 11-3, 
las regiones de bases apareadas forman por lo general dobles 
cadenas (y dobles helices) como “tallos”, los cuales estan conec- 
tados por “asas” de cadena sencilla. A diferencia del DNA, el 
cual consiste exclusivamente en cadenas que forman pares de 
bases Watson-Crick(G-C, A-T), los RNA contienen a menudo 
pares de bases que no son comunes (recuadro, fig. 11-3) y bases 
nitrogenadas modificadas. Estas regiones de la molecula, que no 
son convencionales, sirven como sitios de reconocimiento para 
proteinas y otros RNA promueven el plegamiento del RNA y 
ayudan a estabilizar estructuras de la molecula. La importancia 
de la complementariedad entre pares de bases se extiende mas 
alia del tRNA y la estructura del rRNA. Como se advierte a lo 
largo de este capitulo, el apareamiento de bases entre moleculas 
de RNA tiene una funcion central en la mayoria de las activida- 
des en las que intervienen los RNA. 

Las funciones del RNA mensajero, RNA ribosomales y 
tRNA se exploran con detalle en las siguientes secciones de este 
capitulo. Las celulas eucariotas contienen otros RNA que tam- 
bien poseen funciones vitales en el metabolismo celular; estas 
incluyen RNA nucleares pequenos (snRNA), RNA nucleolares 
pequenos (snoRNA), RNA de interferencia pequenos (siRNA) 
y micro-RNA (miRNA). Esta ultima clase de RNA se descu- 
brio en fecha reciente, lo cual hace pensar, una vez mas, que hay 
muchas actividades celulares de importancia que aun no se han 
reconocido. El genoma puede codificar cientos de estos peque¬ 
nos micro-RNA y al momento se tiene muy poca idea de la 
funcion que realizan. 

Para los conocimientos generales sobre la estructura del 
RNA puede revisarse la pagina 75. 


REVISION 



1. ^Como lograron Beadle y Tatum concluir que un gen 
codifica a una enzima especifica? 

2. ^De que forma Ingram determino la sustitucion ami- 
noacidica en la hemoglobina de individuos con anemia 
de celulas falciformes sin secuenciar la proteina por 
completo? 


11.2 SINOPSIS DE LA TRANSCRIPCION _ 

EN CELULAS PROCARIOTAS 

Y EUCARIOTAS 

La transcription es un proceso en el cual una cadena de 
DNA provee la information para la sintesis de una cadena 
de RNA. Las enzimas encargadas de la transcription en celu¬ 
las procariotas y eucariotas se denominan polimerasas de RNA 
dependientes de DNA, o tan solo polimerasas de RNA. Estas 
enzimas incorporan nucleotidos, uno a la vez, dentro de una 
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cadena de RNA cuya secuencia es complementaria de una de 
las cadenas de DNA, la cual sirve como plantilla o molde. 

El primer paso en la sintesis de un RNA es la vinculacion 
de la polimerasa con el DNA molde. Esto plantea un tema de 
interns general, en este caso las interacciones especificas de dos 
moleculas muy diferentes, proteinas y acidos nucleicos. Asi como 
diferentes proteinas han evolucionado para unirse a diversos tipos 
de sustratos y catalizan distintos tipos de reacciones, tambien 
evolucionaron algunas para reconocer y unirse a secuencias espe¬ 
cificas de nucleotidos en una cadena de acido nucleico. El sitio de 
la molecula de DNA donde se une la polimerasa de RNA antes 
de iniciar la transcription se llama promotor. Las polimerasas de 
RNA celulares no son capaces de reconocer los promotores por 
si mismas y requieren la ayuda de proteinas adicionales cono- 
cidas como factores transcripcionales. Ademas de suministrar 
un sitio de enlace para la polimerasa, el promotor contiene la 
information que determina cual de las dos cadenas de DNA se 
transcribe y el sitio en donde se inicia la transcription. 

La polimerasa se mueve a lo largo de la cadena de DNA 
molde hacia el extremo 5' terminal (p. ej., en una direction 
3' —> 5'). Conforme la polimerasa avanza, el DNA se desenrolla 
de manera temporal y la polimerasa ensambla una cadena com¬ 
plementaria de RNA que crece del extremo 5' en una direction 
a 3' (fig. 11-4 a, b). Como se indica en la figura ll-4c, la polime¬ 
rasa de RNA cataliza la reaction 

RNA + NPPP -4 RNA . , + PP. 

en la cual precursores de trifosfato de ribonucleosido (NPPP) 
se hidrolizan en monofosfatos de nucleosidos cuando se poli- 
merizan en una cadena por medio de enlaces covalentes. Las 
reacciones por las que se sintetizan acidos nucleicos (y protei¬ 
nas) se diferencian necesariamente de las reacciones llevadas a 
cabo en el metabolismo intermedio discutidas en el capitulo 3. 
En tanto que algunas de las reacciones que conducen a la for¬ 
mation de moleculas pequenas, como los aminoacidos, pueden 
acercarse lo suficiente al equilibrio, con la posibilidad de medir 
una reaction inversa importante, las reacciones que llevan a la 
sintesis de acidos nucleicos y proteinas deben ocurrir en condi- 
ciones en las que no exista reaction inversa. Este fenomeno se 
ejemplifica durante la transcription con la ayuda de una reaction 
secundaria: 

PP; 2 11 

catalizada por una enzima diferente, una pirofosfatasa. En este 
caso, el pirofosfato (PP ; ) producido en la primera reaction se 
hidroliza en un fosfato inorganico (P ; ). La hidrolisis del pirofos¬ 
fato genera gran cantidad de energia fibre y torna a la incorpo¬ 
ration del nucleotido irreversible. 

A medida que la polimerasa se mueve a lo largo del DNA 
molde, este incorpora nucleotidos complementarios dentro de la 
molecula del RNA en crecimiento. Un nucleotido se incorpora 
dentro de la cadena de RNA si es capaz de formar pares de bases 
(Watson-Crick) con el nucleotido de la cadena de DNA que se 
transcribe. Esto puede revisarse en la figura 11-4 c en la que el 
5'-trifosfato de adenosina entrante forma par con el nucleotido 
de timina que contiene el DNA molde. Una vez que la polime¬ 
rasa se ha movido en un segmento en particular de DNA, la 


doble helice de DNA se vuelve a formar (como se observa en 
la fig. 11-4 a, b ). Por consecuencia, la cadena de RNA no per- 
manece vinculada con su molde como un hibrido DNA-RNA 
(excepto por unos nueve nucleotidos justo al lado del sitio donde 
la polimerasa opera). Las polimerasas de RNA son capaces de 
incorporar alrededor de 20 a 50 nucleotidos por segundo en una 
molecula de RNA y muchos genes en las celulas se transcriben 
de forma simultanea por cientos o mas polimerasas (como se 
observa en la figura 11-1 lr). La micrografia electronica en la 
figura 11-4 d muestra una molecula de DNA de fago con dife¬ 
rentes moleculas de polimerasa de RNA unidas. 

Las polimerasas de RNA son capaces de formar RNA 
muy largos. Por consiguiente, la enzima debe permanecer unida 
al DNA en largos segmentos del DNA molde (se dice que la 
enzima es procesivd). Al mismo tiempo, la enzima debe tener 
una vinculacion lo suficientemente laxa para poder moverse de 
un nucleotido al siguiente de la plantilla (o molde). Mediante 
metodologias bioquimicas es dificil estudiar ciertas propiedades 
de las polimerasas de RNA, como la procesividad, debido a que 
tienden a promediar las diferencias entre moleculas proteicas 
individuales. Por lo tanto, los investigadores han desarrollado 
tecnicas que hacen posible seguir las actividades de una sola 
molecula de polimerasa de RNA tal y como las empleadas para 
estudiar de modo individual los motores del citoesqueleto. Dos 
ejemplos de estos estudios se muestran en la figura 11-5. En 
estos ejemplos, una molecula de polimerasa de RNA esta unida 
a la superficie de un cubreobjetos y se permite que transcriba 
una molecula de DNA que contiene unas pequenas esferas fluo- 
rescentes unidas de manera covalente a uno de sus extremos. El 
movimiento de la esfera fluorescente puede seguirse por micros- 
copia de fluorescencia. 

En la figura 11 -5a, la esfera esta fibre en solution y sus 
limites de movimiento son proporcionales a la longitud del 
DNA entre la polimerasa y la esfera. Conforme la polimerasa 
transcribe la plantilla, la cadena de DNA que conecta se elonga 
y el movimiento de la esfera se incrementa. Este tipo de sistema 
permite a los investigadores estudiar la velocidad de transcrip¬ 
tion de una polimerasa individual y determinar si la polimerasa 
transcribe el DNA en un movimiento estable o discontinuo. En 
la figura 11-5$, la pelotita en el extremo de la molecula de DNA 
que se transcribe queda atrapada por un rayo laser (pag. 142). La 
poca fuerza desarrollada por el laser puede variarse lo suficiente 
para detener la transcription continua del DNA de la polimera- 
sa. Las medidas realizadas en moleculas de polimerasa de RNA 
durante la funcion de la transcription indican que estas enzimas 
se pueden mover con una fuerza mas de dos veces superior res- 
pecto de la molecula de miosina. 

Aunque las polimerasas son moleculas relativamente pode- 
rosas, estas enzimas no se encuentran siempre en un estado de 
movimiento continuo, sino que pueden sufrir pausas en ciertos 
puntos a lo largo del DNA molde e incluso retroceder antes 
de reasumir su avance. En algunos casos, una polimerasa que 
permanece detenida debe digerir mas alia del extremo 3' de la 
transcription sintetizada de manera reciente y sintetizar de nue- 
va cuenta la portion erronea antes de reiniciar su movimiento. 
Se han identificado factores de elongation que aumentan la 
capacidad de la enzima para superar estos controles. 

En este punto de la discusion es util examinar las diferen- 
cias en el proceso de la transcription entre las celulas procariotas 
y las eucariotas. 
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(c) 


(d) 


FIGURA 11-4 Alargamiento de la cadena durante la transcripcion. a) 

Modelo esquematico del alargamiento de una molecula de RNA apenas 
sintetizada durante la transcripcion. La polimerasa cubre alrededor de 35 
pares de bases del DNA, la burbuja de transcripcion compuesta de DNA de 
cadena sencilla (separada) contiene cerca de 15 pares de bases y el segmento 
presente en un hibrido DNA-RNA incluye mas o menos nueve pares de 
bases. La enzima crea un superenrollamiento (superenrollamiento positivo) 
de DNA por delante de este y un desenrollamiento (superenrollamiento 
negativo) de DNA por detras (pag. 400). b ) Modelo esquematico de una 
polimerasa de RNA en el momento de la elongation de la transcripcion. 
El DNA corriente abajo permanece en un espacio dentro de la polime¬ 
rasa, sujeto por un par de mandibulas formadas por las dos subunidades 
mayores de la enzima. El DNA traza una vuelta pronunciada en la region 


del sitio activo, por lo que el DNA corriente arriba se extiende en la parte 
superior de este dibujo. El RNA naciente sale del sitio activo de la enzima 
a traves de un canal separado. c) El alargamiento de la cadena ocurre como 
resultado de un ataque por el 3' OH del nucleotido en el extremo de la 
cadena en crecimiento sobre el 5' a-fosfato del trifosfato de nucleosido que 
se integra. El pirofosfato liberado despues se corta y ello dirige la reaction 
hacia la polimerizacion. La geometria entre el apareamiento de bases entre 
el nucleotido de la cadena molde y el nucleotido que se integra determi- 
na cual de los cuatro posibles trifosfatos de nucleosidos se incorpora en la 
cadena creciente de RNA en cada sitio. d) Micrograffa electronica de varias 
moleculas de polimerasa de RNA unidas a un DNA molde de un fago. (D, 
CORTES IA DE R. C. WILLIAMS.) 
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Esfera 




(b) 

FIGURA 11-5 Ejemplos de tecnicas experimentales para rastrear la activi- 
dad de una sola molecula de polimerasa de RNA. a ) En este protocolo, la 
molecula de polimerasa de RNA esta firmemente unida al portaobjetos y 
se permite que transcriba una molecula de DNA que contiene una esfera 
fluorescente en el extremo terminal corriente arriba. Las flechas indican el 
movimiento del DNA a traves de la polimerasa. La velocidad del movimien- 
to y el progreso de la polimerasa pueden rastrearse al observar la position de 
la esfera en el tiempo, para lo cual se emplea un microscopio fluorescente. 
b ) En este protocolo, la polimerasa unida transcribe una molecula de DNA 
con una esfera en su extremo terminal corriente abajo. Como en a las flechas 
indican la direction del movimiento del DNA. La esfera queda atrapada 
en una trampa optica (rayo laser), la cual ejerce una fuerza conocida que 
puede regularse al ajustar el rayo laser. Este tipo de aparato puede medir las 
fuerzas generadas por una polimerasa activa en transcripcion. (Reimpresa 
a partir de J. Gelles y R. Landick, Cell 93:15, 1998, © 1998, con 

AUTORIZACION DE ELSEVIER SCIENCE.) 


Transcripcion en bacterias 

Las bacterias, como E. coli, contienen un solo tipo de polimerasa 
de RNA compuesto de cinco subunidades en estrecha relacion 
para formar un nucleo enzimdtico. 1 Si el nucleo de la enzima se 
purifica de las celulas bacterianas y agrega a una solucion de 
moleculas de DNA bacteriano y trifosfatos de ribonucleosido, la 
enzima se une al DNA y sintetiza RNA. Sin embargo, las mole¬ 
culas de RNA generadas por una polimerasa purificada no son 
las mismas que las halladas dentro de las celulas debido a que el 
nucleo de la enzima se une a sitios del DNA de manera aleatoria 
y estos, en condiciones normales, se ignoran in vivo. No obstante, 
si un polipeptido accesorio purificado llamado factor sigma (a) se 


1 Los organismos Archaea constituyen el tercer reino de los organismos vivos y 
tambien poseen una sola polimerasa de RNA, pero esta tiene una composition de 
subunidades muy diferente respecto de la descrita aqui y se relaciona de manera 
estrecha con las polimerasas de RNA eucariotas. 


Nucleo de la enzima 







Perdida de la relacion entre el DNA y el 
nucleo de la enzima. Las cadenas de RNA 
no se inician en los sitios apropiados 

Enzima completa (holoenzima) 





Relacion de la enzima completa con el 
DNA en el sitio apropiado y separation 
de la doble helice 



Perdida del factor sigma conforme 
la cadena de RNA se elonga 



FIGURA 11-6 Representation esquematica del inicio de la transcripcion en 
procariotas. a ) En la ausencia del factor sigma, el nucleo de la enzima no 
puede interaccionar con el DNA en los sitios de inicio especificos. b-d) 
Cuando el nucleo de la enzima se relaciona con el factor sigma, la enzima 
completa es capaz de reconocer y unirse a la region promotora del DNA, 
separar las cadenas del DNA de doble helice e iniciar la transcripcion en el 
sitio de inicio apropiado (vease fig. 11-7). En el modelo tradicional ilustrado 
aqui, el factor G se disocia de la enzima central, la cual es capaz de realizar 
la elongation transcripcional. Estudios recientes sugieren que O podria per- 
manecer unido a la polimerasa. 


agrega a la polimerasa de RNA antes de que esta se una al DNA, 
la transcripcion comienza en sitios especificos (fig. 11-6 a, b). La 
union del factor sigma al nucleo de la enzima incrementa la afi- 
nidad de la enzima para unirse a los sitios promotores del DNA 
y disminuir su afinidad por el DNA en general. 
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Los analisis cristalograficos de rayos X de la polimerasa 
de RNA bacteriana (vease fig. 11-8) revelan una molecula con 
forma de “tenazas de cangrejo” con un par de pinzas moviles 
(o quijadas) localizadas en un canal interno con carga positiva. 
Cuando el factor sigma interactua con el promotor, las mandi- 
bulas de la enzima fijan el DNA duplex corriente abajo, el cual 
se localiza dentro del canal (como se muestra en la figura 11-4 b). 
La enzima separa entonces (o funde ) las dos cadenas de DNA 
en la region que rodea al sitio de inicio (fig. ll-6c). La sepa¬ 
ration de las cadenas torna a la cadena molde accesible al sitio 
activo de la enzima, el cual se halla en la pared posterior del 
canal. El inicio de la transcription parece ser un proceso dificil 
de activar debido a que la polimerasa de RNA lleva a cabo casi 
siempre diferentes intentos infructuosos para ensamblar una 
transcription de RNA. Una vez que 10 a 12 nucleotidos se han 
incorporado de manera satisfactoria a la transcription en creci- 
miento, la enzima sufre un cambio importante en su conforma¬ 
tion y se transforma en un complejo transcriptional de elongation 
que puede moverse de modo procesivo a lo largo del DNA. En 
el modelo que se muestra en la figura 11-64 a la formation de 
un complejo de elongation le sigue la liberation del factor C. 

Los promotores bacterianos se localizan en la region del 
DNA justo antes del sitio de inicio de la sintesis de RNA (fig. 
11-7). El nucleotido en el cual comienza la transcription se 
denomina +1 y el nucleotido anterior -1. Las porciones del 
DNA anteriores al sitio de inicio (hacia el extremo 3' de la 
plantilla) se encuentran corriente arriba del sitio de inicio. Las 
porciones del DNA que son posteriores al sitio de inicio (hacia 
el extremo 5' de la plantilla) se hallan corriente abajo. El analisis 
de las secuencias de DNA en los segmentos corriente arriba de 
un gran numero de genes bacterianos revela que dos secuencias 
pequenas de DNA son similares entre diferentes genes. Una de 
estas secuencias se localiza aproximadamente 35 bases corrien¬ 
te arriba del sitio de inicio y casi siempre presenta la secuencia 
TTGACA (fig. 11-7). Dicha secuencia (conocida como el ele- 
mento -35) se denomina la secuencia de consenso, que indica 
que es la version mas comun de la secuencia conservada, si bien 
hay algunas variaciones entre los diferentes genes. La segunda 
secuencia conservada se localiza alrededor de 10 bases corriente 
arriba del sitio de inicio donde aparece la secuencia TATAAT 


(fig. 11-7). Este punto en el promotor, llamado caja de Pribnow 
por la persona que lo descubrio, se encarga de identificar el 
nucleotido preciso que activa la transcription. 

Las celulas bacterianas poseen diferentes factores sigma 
que reconocen distintas versiones de la secuencia promotora. La 
proteina sigma 70 se conoce como el factor housekeeping (o acti- 
vador) debido a que inicia la transcription de la mayoria de los 
genes. Factores sigma alternatives comienzan la transcription de 
un pequeno numero de genes especificos que participan en res- 
puestas comunes. Por ejemplo, cuando las celulas de E. coli estan 
sujetas a una repentina elevation de la temperatura, se sintetiza 
un nuevo factor sigma que reconoce una secuencia promotora 
diferente y lleva a la transcription coordinada de una variedad 
At genes de respuesta al calor. Los productos de estos genes prote- 
gen a las proteinas de la celula del dano termico (pag. 78). 

Del mismo modo que la transcription se inicia en pun- 
tos especificos en el cromosoma, la termination tambien suce- 
de cuando el mecanismo de transcription llega a una secuencia 
nucleotidica especifica. En casi la mitad de los casos se requiere 
una proteina semejante a un anillo llamada rho para la conclu¬ 
sion de la transcription bacteriana. Rho rodea al RNA recien 
sintetizado y se mueve a lo largo de la cadena en direction 3' 
hacia la polimerasa, donde esta separa el RNA transcrito del 
DNA al cual esta unido. En otros casos, la polimerasa detiene 
la transcription cuando alcanza la secuencia de termination y se 
libera de la cadena de RNA completa sin la necesidad de facto¬ 
res adicionales. 

Transcription y procesamiento 
del RNA en celulas eucariotas 

Como lo descubrio en 1969 Robert Roeder de la University of 
Washington, las celulas eucariotas tienen tres proteinas transcrip- 
toras distintas en el nucleo, cada una encargada de la sintesis 
de un grupo distinto de RNA (cuadro 11-1). Las plantas tie¬ 
nen una cuarta polimerasa de RNA recien descubierta que no 
es esencial para la vida. No se ha encontrado ningun procariota 
con diferentes polimerasas de RNA, pero los eucariotas mas 
simples (levaduras) tienen los mismos tres tipos distintos obser- 
vados en las celulas de mamifero. Esta diferencia en el numero 
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FIGURA 11 -7 Elementos basicos de una region promotora en el DNA de la pares de bases del sitio en el cual comienza la transcripcion. El sitio de inicio 

bacteria E. coli. Las secuencias clave de regulacion necesarias para el inicio marca el limite entre los lados + y — del gen. 

de la transcripcion se encuentran en las regiones localizadas a —35 y —10 
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Cuadro 11-1 


Polimerasas de RNA nucleares de eucariotas 


Enzima 


RNA sintetizados 


Polimerasa de RNA I 
Polimerasa de RNA II 


Polimerasa de RNA III 

Polimerasa de RNA IV 
[solo plantas (?)] 


rRNA mayores (de 28S, 18S, 5.8S) 
mRNA, principalmente RNA 
nucleares pequenos (snRNA y 
snoRNA), microRNA y RNA de 
telomerasa 

RNA pequenos, incluidos tRNA, 
rRNA de 5S y snRNA de U6 
siRNA 


de polimerasas de RNA es otra caracteristica que distingue a 
los procariotas de las celulas eucariotas (vease la nota al pie en 
la pagina 435). 

La comprension de la transcription en eucariotas avanzo 
de manera notoria con la notification de la estructura de la poli¬ 
merasa II de levaduras descubierta por cristalografia de rayos 
X y obtenida por Roger Kornberg y sus colegas de la Stanford 
University. A pesar de que la enzima de las levaduras tiene siete 
o mas subunidades que sus contrapartes bacterianas, el nucleo 
estructural fundamental de las dos enzimas y su mecanismo 
basico de transcription son virtualmente identicos (fig. 11-8). 
Algunas de las subunidades adicionales de las polimerasas euca¬ 
riotas tienen al parecer funciones clave durante la interaction 
de la enzima con otras proteinas. De hecho, una diferencia 
importante entre la transcription en procariotas y eucariotas es 
el requerimiento en los segundos de una gran variedad de pro- 
teinas accesorias, o factores transcripcionales. Estas proteinas 



FIGURA 11-8 Estructura del nucleo de la polimerasa de RNA determinada 
por cristalografia de rayos X. Diagrama de las dos subunidades grandes 
de la polimerasa de RNA II eucariota que muestra el nucleo de la enzima. 
Las regiones de la polimerasa bacteriana que son homologas desde el pun- 
to de vista estructural aparecen en verde. Se muestra el canal grande que 
rodea a la cadena corriente abajo del DNA. El metal bivalente situado en 
el extremo del canal y dentro del sitio activo se ve como una esfera en rojo. 
(Tomada de Patrick Cramer, David A. Bushnell y Roger D. Korn¬ 
berg, Science 292:1874,2001; © 2001 American Association for the 
Advancement of Science.) 


participan casi sin exception en cada aspecto del proceso de la 
transcription y contribuyen a la union de la polimerasa al DNA 
molde, initio de la transcription, elongation y termination. A 
pesar de que los factores de transcription son cruciales para la 
operation de los tres tipos de polimerasas de RNA eucariotas, 
solo se alude a la sintesis del RNA mensajero por la polimerasa 
de RNA II (pag. 445). 

Los tres tipos principales de RNA (mRNA, rRNA y tRNA) 
derivan de moleculas precursoras de RNA que son mucho mas 
grandes que el producto final de RNA. Este precursor initial 
de RNA es equivalente en longitud a la longitud completa del 
DNA que se transcribe y se llama transcription primaria, o 
pre-RNA. El segmento correspondiente del DNA del cual 
precede una transcription primaria se conoce como unidad de 
transcripcion. Las transcripciones primarias no existen dentro 
de la celula como un RNA desnudo y por lo general se vinculan 
con proteinas apenas despues de sintetizarse. Por lo regular, estas 
transcripciones tienen una existencia efimera y se procesan en 
pequenos RNA funcionales por medio de reacciones de “corte y 
empalme”. El procesamiento de RNA requiere gran variedad de 
pequenos RNA (de 90 a 300 nucleotidos de longitud) y sus pro¬ 
teinas relacionadas. En las siguientes secciones se examinan las 
actividades vinculadas con la transcription y el procesamiento 
de cada uno de los tipos principales de RNA eucariota. 


REVISION 


1. ^Cual es la funcion de un promotor en la expresion de 
un gen?, ^donde se localizan los promotores para las 
polimerasas procariotas? 

2. Describa los pasos durante el initio de la transcrip¬ 
tion en procariotas. ^Cual es la funcion del factor sig¬ 
ma?, ^cual es la naturaleza de la reaction en la cual los 
nucleotidos se incorporan en la cadena del RNA en 
crecimiento?, ^como se determina la especificidad de 
la incorporation de nucleotidos?, y ^cual es el papel de la 
hidrolisis de pirofosfato? 

3. ^Que distingue a las polimerasas de RNA de procario¬ 
tas y eucariotas?, ^cual es la relation entre el pre-RNA 
y el RNA maduro? 


11.5 SINTESIS Y PROCESAMIENTO DE LOS RNA 
RIBOSOMAL YDF TRANSFERENCIA 

Las celulas eucariotas contienen millones de ribosomas, 
cada uno con diferentes moleculas de rRNA y docenas de pro¬ 
teinas ribosomales. La composition del ribosoma de mamifero 
se muestra en la figura 11-9. Los ribosomas son tan numerosos 
que mas de 80% del RNA de la mayoria de las celulas consiste 
en RNA ribosomal. Para garantizar que las celulas sean capa- 
ces de tener esa gran cantidad de transcripciones, las secuencias 
de DNA que codifican el rRNA se repiten cientos de veces. 
Este DNA, conocido como rDNA, se localiza casi siempre en 
una o algunas regiones del genoma. El genoma humano posee 
cinco regiones rDNA, cada una en distintos cromosomas. En 
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Ribosoma eucariota (de mami'fero) 



Ribosoma 80S de 24 nm 


FIGURA 11-9 Composicion macro molecular de un ribosoma de mamifero. 

El esquema muestra los componentes que estan presentes en cada una de 
las subunidades de un ribosoma de mamifero. La sintesis y procesamiento 
de los rRNA y el ensamble de las subunidades ribosomales se discuten en 
las paginas siguientes. (Tomada de D. P. Snustad et al., Principles of 
genetics. © 1997, John Wiley Sc Sons, Inc. Reimpresa con autoriza- 
cion de John Wiley &c Sons, Inc.) 


una celula sin division (interfase), los grupos de rDNA estan 
reunidos como parte de una o mas formas irregulares de estruc- 
turas nucleares, conocidas como nucleolos, que participan en la 
generation de ribosomas (fig. 11-10«). 

La mayor parte de un nucleolo se compone de subunidades 
ribosomales que le confieren apariencia granular (fig. 11-10 b). 
Localizados dentro de esta masa granular se encuentran una o 
mas porciones nucleares redondeadas que consisten de mane- 
ra primaria en material fibrilar. Como se describe en la figura 
11-10, el material fibrilar contiene al parecer moldes de rDNA 
y transcripciones incipientes de rRNA. En las siguientes seccio- 
nes se describe el proceso por medio del cual se sintetizan estas 
transcripciones de rRNA. 


Smtesis del precursor de rRNA 

Por lo general,los oocitos son celulas muy grandes (p. ej., 100 |tm 
de diametro en mamiferos) y los de anfibios suelen ser gigantes 
(superiores a 2.5 mm en diametro). Durante el crecimiento de 
los oocitos de anfibio la cantidad de rDNA en la celula se incre- 
menta de manera considerable y tambien el numero de nucleo¬ 
los (fig. 11-lla). Se requiere la amplification selectiva de rDNA 
para generar un gran numero de ribosomas que se necesitan para 
que el huevo fecundado comience su desarrollo embrionario. 



V 



A 



(a) 



FIGURA 11-10 El nucleolo. a) Micrograffa optica de dos celulas humanas de 
HeLa transfectadas con un gen que codifica a una proteina ribosomal fu- 
sionada a la proteina fluorescente verde (GFP). La proteina ribosomal fluo- 
rescente puede observarse en el citoplasma, donde se sintetiza y realiza su 
funcion, y en el nucleolo (flechas blancas), donde se ensambla para for- 
mar los ribosomas. b ) Micrografia electronica de una seccion que mues¬ 
tra parte de un nucleo con el nucleolo. Se pueden distinguir tres regiones 
morfologicamente distintas. La parte principal del nucleolo consiste en un 
componente granular (gc). Embebidos dentro de los granulos se hallan los 
centros fibrilares (fc) que estan rodeados por componentes fibrilares mas 
densos (dfc). El recuadro muestra un dibujo esquematico de estas partes del 
nucleolo. De acuerdo con un modelo, el fc contiene el DNA que codifica al 
RNA ribosomal y el dfc contiene la transcripcion del pre-rRNA emergente 
y proteinas relacionadas. Segun este modelo, la transcripcion del precursor 
del pre-rRNA se realiza en la frontera entre el fc y el dfc. (Nota: los nucleo¬ 
los tienen otras funciones no relacionadas con la biogenesis de los ribosomas 
que no se consideran en este texto.) La barra tiene un diametro de 1 Jim. 
(A, tomada de C. E. Lyon y A. I. Lamond, Curr Biol 10:R323, 2000; 
B, tomada de Pavel Hozak et al., J Cell Science 107:641,1994; CON 
AUTORIZACION DE THE COMPANY OF BIOLOGISTS, LTD.) 
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Nucleolos 



(a) 


FIGURA 11-11 La sintesis del RNA ribosomal. a) Micrografia optica de 
un nucleo aislado de un oocito de Xenopus tenido que revela cientos 
de nucleolos. b ) Micrografia electronica de un segmento de DNA aislado de 
un nucleolo del oocito del Xenopus. El DNA (llamado rDNA) contiene 
los genes que codifican a los dos RNA ribosomales grandes, los cuales 
se forman a partir de una sola transcripcion primaria. Numerosos genes se 
muestran aqui, cada uno en el proceso de la transcripcion. Esta se reconoce 
por la estructura fibrilar unida al DNA. Dichas fibras consisten en RNA 
naciente y protefnas relacionadas. Los segmentos de DNA entre los genes 
que se someten a transcripcion son espaciadores que no se transcriben. Las 
flechas indican sitios donde se inicia la transcripcion. c ) Vista cercana de 
dos genes nucleolares sujetos a transcripcion. La longitud de la transcrip¬ 
cion primaria del rRNA emergente se incrementa conforme la distancia 
aumenta desde el punto de inicio. Las moleculas de la polimerasa de RNA 
de la base de cada fibrilla pueden observarse como puntos. (A , tomada de 
Donald D. Brown e Igor B. Dawid, Science 160:272, 1968; © 1968 
American Association for the Advancement of Science. B-C , cor- 
tesia de Oscar L. Miller, Jr., y Barbara R. Beatty.) 


Debido a que estos oocitos contienen cientos de nucleolos, cada 
uno de los cuales elabora rRNA de modo activo, estos oocitos 
son modelos ideales para el estudio de la sintesis de rRNA y su 
procesamiento. 

La comprension de la sintesis del rRNA avanzo de forma 
notable a finales de la decada de 1960 con el desarrollo de tec- 
nicas disenadas por Oscar Miller, Jr., de la University of Virginia 
para visualizar “genes activos” por medio de microscopia elec¬ 
tronica. Para llevar a cabo estos estudios, los nucleos o porciones 
fibrilares del nucleolo de los oocitos se prepararon de manera 
cuidadosa para revelar la presencia de grandes fibras circulares. 
Cuando una de estas fibras se examino por medio de microsco¬ 
pia electronica, se observo algo semejante a una estructura de 
arbol de Navidad (fig. 11-11A, c). Las micrografias electronicas 
de la figura 11-11 revelan diferentes aspectos de la actividad 
nucleolar y la sintesis de rRNA. 

1. La micrografia en la figura 11-11$ muestra numerosos genes 
que codifican el RNA ribosomal situados uno despues del 


(b) 2 pm 


(c) 0.5 pm 

otro a lo largo de una sola molecula de DNA, lo cual revela el 
ordenamiento en tandem de los genes de rRNA repetidos. 

2. La micrografia en la figura 11-11$ revela una imagen esta- 
tica de sucesos dinamicos que ocurren en el nucleolo. La 
fotografia provee con gran detalle la informacion acerca de 
los procesos de la transcripcion del rRNA. Cada una de las 
100 o mas fibras que emergen del DNA, como las ramas 
de un arbol de Navidad, es una transcripcion naciente de 
rRNA que aparece en el proceso de la elongacion. Los gra- 
nulos oscuros en la base de cada fibrilla, que son visibles en la 
fotografia magnificada de la figura 11 -11 c, son las moleculas 
de polimerasa de RNA I al sintetizar esta transcripcion. La 
longitud de las fibrillas se incrementa de forma gradual des¬ 
de uno de los extremos del tronco del arbol de Navidad al 
otro extremo. Las fibrillas cortas son moleculas de RNA de 
pocos nucleotidos que se unen por moleculas de polimerasa 
al DNA muy cercano al sitio de inicio de la transcripcion. 
Las fibrillas mas largas estan mas cerca de la termination de 
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FIGURA 11-12 La unidad de transcripcion del rRNA. El dibujo de la par¬ 
te superior muestra la apariencia de una porcion del DNA de un nucleo- 
lo, el cual transcribe un rRNA. La representation inferior ilustra una de 
las unidades de transcripcion que codifica al rRNA en Xenopus y ratones. 
Estas partes del DNA que codifican a los productos de rRNA maduros 
aparecen en azul. Las regiones del espacio transcrito, esto es, areas del DNA 


que se transcriben pero cuyos RNA correspondientes se degradan duran¬ 
te el procesamiento, se muestran en amarillo. El espaciador no transcrito, 
que permanece entre las unidades de transcripcion, contiene las regiones 
promotoras en el extremo 5' del gen. (Segun B. Sollner-Webb y E. B. 
Mougey, Trends Biochem. Sci. 16:59,1991.) 


la transcripcion. La longitud del DNA entre las fibrillas mas 
cortas y las mas largas de RNA corresponde a una sola uni¬ 
dad de transcripcion. El promotor permanece corriente arri- 
ba del sitio de inicio de la transcripcion. La elevada densidad 
de las moleculas de polimerasa de RNA a lo largo de cada 
unidad de transcripcion (cerca de uno por cada 100 pares 
de bases de DNA) refleja la gran velocidad de la sintesis de 
rRNA en los nucleolos de estos oocitos. 

3. Puede observarse en la figura 11-llc que las fibrillas de 
RNA contienen nudos y particulas relacionados. Estas parti- 
culas consisten en RNA y proteinas que trabajan juntas para 
convertir a los precursores de rRNA en sus productos finales 
de rRNA y ayudar a ensamblar a estos en las subunidades 
ribosomales. 

4. Como puede observarse en la figura 11-11^, la region de 
la fibra del DNA entre las unidades de transcripcion adya- 
centes es el lugar donde se forman las cadenas de RNA. 
Debido a que esta region del grupo de genes ribosomales 
no se transcribe, se conoce como el espaciador no transcrito 
(fig. 11-12). Los espaciadores no transcritos estan presentes 
entre varios tipos de genes repetidos en tandem, incluidos los 
que contienen los tRNA y las histonas. 

Procesamiento del rRNA precursor 

Los ribosomas eucariotas poseen cuatro distintos RNA ribo¬ 
somales, tres localizados en la subunidad grande y uno en la 
pequena. En los seres humanos, la subunidad grande contiene 
moleculas de RNA 28S, 5.8S y 5S y una molecula de RNA 18S 
la subunidad pequena. 2 Varias nucleasas cortan tres de estos 
rRNA (los 28S, 18S y 5.8S) en una transcripcion unica primaria 


2 El valor S (o unidad de Svedberg) se refiere al coeficiente de sedimentation del 
RNA; cuanto mas grande sea el numero, con mayor rapidez se mueven las moleculas 
a traves de un campo de fuerza durante la centrifugation y (para un grupo de mole- 


(llamado pre-rRNA). Los 5S rRNA se sintetizan a partir de 
un RNA precursor por separado fuera del nucleolo. Primero se 
analiza el pre-rRNA. 

Dos de las caracteristicas del pre-rRNA, cuando se com- 
paran con otras transcripciones de RNA, son el gran numero 
de nucleotidos metilados y los residuos de seudouridina. En el 
momento en que un precursor de pre-rRNA humano se somete 
a corte, mas de 100 grupos metilo se agregan a los grupos de 
ribosa en la molecula y alrededor de 95 de sus residuos de uri- 
dina se convierten por modification quimica en seudouridina 
(vease fig. 11-15«). La totalidad de estas modificaciones ocu- 
rre despues de que los nucleotidos se incorporan en el RNA 
naciente, esto es, de manera postranscripcional. Los nucleotidos 
modificados se localizan en posiciones especificas, se agrupan en 
porciones definidas de la molecula y se conservan en todos los 
organismos.Todos los nucleotidos en el pre-rRNA modificados 
permanecen como parte de los productos finales, mientras que 
las secciones no modificadas se descartan durante el proceso. La 
funcion de los grupos metilo y seudouridinas no es clara. Estos 
nucleotidos modificados pueden proteger partes del pre-rRNA 
del corte enzimatico, promover el plegamiento del rRNA en su 
estructura tridimensional final o promover interacciones de los 
rRNA con otras moleculas. Las mutaciones en la enzima que 
realiza la conversion de uridina a seudouridina en los rRNA (y 
algunos otros RNA) se han relacionado con una enfermedad 
fatal muy rara, conocida como disqueratosis, identificable por 
anormalidades dermicas, alteraciones de la medula osea y una 
mayor susceptibilidad al cancer. 

Debido a que los rRNA se metilan en considerable pro¬ 
portion, su sintesis puede analizarse tras incubar las celulas con 
metionina marcada con radiactividad, un compuesto que sirve 
en la mayoria de las celulas como donante de grupos metilo. 


culas quimicamente semejantes) mayor el tamano de las moleculas. Los RNA 28S, 
18S, 5.8S y 5S consisten de nucleotidos con longitudes de unos 5 000,2 000,160 y 
120 nucleotidos, respectivamente. 
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El grupo metilo se transfiere por medios enzimaticos de la 
metionina a nucleotidos en los pre-rRNA. Cuando se anade 
la metionina [ 14 C] a celulas de mamifero cultivadas por un corto 
periodo, una fraction considerable de la radiactividad incorpo- 
rada se halla en una molecula de RNA 45S, con una longitud de 
unos 13 000 nucleotidos. Los RNA 45S se cortan en moleculas 
pequenas que entonces se convierten en las moleculas rRNA 
28S, 18S y 5.8S. La longitud combinada de las tres moleculas de 
rRNA maduros se aproxima a 7 000 nucleotidos o un poco mas 
de la mitad de la transcription primaria. 

Algunos de los pasos que sigue la via del procesamiento 
de los pre-rRNA 45S para convertirse en los rRNA maduros 
pueden analizarse si se incuban las celulas de mamifero en un 
periodo muy breve con metionina marcada y se traspasan las 
celulas a un medio no marcado en diferentes lapsos (fig. 11-13). 
(Este tipo de experimentos de “pulso-persecucion” se discutio 


en la pagina 277.) Como se indico, las primeras especies que se 
marcaron en este tipo de experimento fueron las transcripciones 
primarias 45 S, las cuales se ven como unos picos de radiactividad 
(linea punteada roja) en la fraction nucleolar RNA despues de 
10 min. Luego de una hora, el RNA 45 S ha desaparecido 
del nucleolo y lo remplaza el RNA 32S, el cual es uno de los 
dos productos principales generados a partir de la transcription 
primaria 45 S. El RNA 32S se ve como un pico distinto de la 
fraction nucleolar desde los 40 a los 150 min. El RNA 32S es 
un precursor de los rRNA maduros 28S y 5.8S. El otro producto 
principal del pre-rRNA 45 S abandona el nucleo muy rapido y 
aparece en el citoplasma como el rRNA maduro 18 S (se observa 
a los 40 min en la fraction citoplasmica). Despues de un periodo 
de dos o mas horas, casi toda la radiactividad ha abandonado el 
nucleolo y la mayor parte se ha acumulado en el citoplasma en la 
forma de subunidades 28S y 18S de rRNA. La radiactividad en 



Numero de fraccion 


FIGURA 11-13 Analisis cinetico de la sintesis y procesamiento del rRNA. 

Un cultivo de celulas de mamifero se incubo durante 10 min en [ 14 C] 
metionina y luego se cambio a un medio no marcado en diferentes tiempos, 
como se indica en cada panel. Despues del cambio, las celulas se lavaron 
para dejarlas libres del isotopo, se homogeneizaron y se prepararon frac- 
ciones citoplasmicas y nucleolares. El RNA de cada fraccion se extrajo y se 
analizo por medio de sedimentacion en gradiente de densidad de sacarosa. 
Como se discute en la seccion 18.10, esta tecnica separa a los RNA de 
acuerdo con su tamano (los grandes son los mas proximos a la parte inferior 
del tubo, el cual corresponde a la fraccion 1). La linea continua representa la 
absorbancia ultravioleta de cada fraccion celular, la cual provee una medida 
de la cantidad de RNA de cada clase de acuerdo con su tamano. Este 
perfil de absorbancia no cambia con el tiempo. La linea punteada se refiere 


a la radiactividad en diferentes momentos durante el cambio. Las graficas 
del RNA nucleolar (perfiles superiores) muestran la sintesis de los precur- 
sores de rRNA 45S y su conversion subsecuente a la molecula 32S, que es 
un precursor de los rRNA 28S y 5.8S. Los otros productos principales del 
precursor 45S dejan el nucleo con rapidez y de esta forma no aparecen de 
manera importante en el RNA nucleolar. Los perfiles inferiores senalan el 
tiempo de la aparicion de las moleculas de rRNA maduro en el citoplasma. 
Los rRNA 18S aparecen en el citoplasma antes de la aparicion de las espe¬ 
cies mas grandes 28 S, que se correlacionan con el rapido exodo de aquellos 
desde el nucleolo. (Tomada de H. Greenberg y S. Penman, J Mol Biol 
21:531,1966; © 1966, con autorizacion de the Publisher Academic 
Press.) 
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FIGURA 11-14 Un esquema propuesto para el procesamiento del RNA 
ribosomal de mamiferos. La transcripcion primaria para el rRNA es una 
molecula 45S de unas 13 000 bases. Los cortes principales durante el proce¬ 
samiento de este pre-rRNA se indican por medio de los numeros encerrados 
en circulo. El corte de la transcripcion primaria en los sitios 1 y 5 elimina 
las secuencias transcritas externas 5' y 3' y produce un intermediario 41S. 
El segundo corte puede ocurrir en los sitios 2 o 3 segun el tipo de celula. El 
corte en el sitio 3 genera el intermediario 32S visto en las curvas de la figura 
anterior. Durante los pasos finales del procesamiento, las secciones 28S y 
5.8S se separan y los extremos de diferentes intermediarios se procesan a su 
tamano maduro final. (Tomada de R. R Perry, J Cell Biol 91:29S, 1981; 

CON AUTORIZACION DE LA ROCKEFELLER UNIVERSITY PRESS.) 


el pico del RNA 4S incluye al rRNA 5.8S y los grupos metilo 
transferidos a las moleculas pequenas de tRNA. La figura 11-14 
muestra la via comun del procesamiento de una transcripcion 
primaria de un rRNA. 

El papel de los snoRNA El procesamiento de los pre- 
rRNA se completa con la ayuda de un gran numero de RNA 
nucleolares pequenos (o snoRNA) que se agregan con pro- 
teinas particulares para formar particulas llamadas snoRNP 
(ribonucleoproteinas nucleolares pequenas). Las micrografias 
electronicas indican que los snoRNP comienzan a relacionarse 
con los precursores del rRNA antes de que este se transcriba por 
completo. La primera particula de RNP que se une a una trans¬ 
cripcion de pre-rRNA contiene el snoRNA U3 y mas de dos 
docenas de proteinas diferentes. Este componente importante 
de la maquinaria del procesamiento de rRNA puede verse como 
un balon que se une con el extremo saliente de cada cadena de 
RNA emitida en la figura 11-llc, donde se cataliza la remo- 
cion del extremo 5' terminal de la transcripcion (fig. 11-14). Se 
cree que algunos de los cortes enzimaticos indicados en la figura 
11-14 los cataliza el “exosoma”, que es una maquina que degrada 
el RNA y que posee alrededor de una docena de exonucleasas 
diferentes. 

Hace algunos anos se identificaron el U3 y otros snoRNA 
debido a que estan presentes en grandes cantidades (cerca de 
10 6 copias por celula). Por el contrario, se descubrio una clase 


diferente de snoRNA presente en baja concentration (unas 10 3 4 
copias por celula). Se trata de snoRNA de menor abundancia 
que pueden dividirse en dos grupos con base en su funcion y 
similitudes en su secuencia nucleotidica. Los miembros de un 
grupo (llamado snoRNA de caja C/D) determinan que nucleo- 
tidos en el pre-rRNA se metilan en sus residuos de ribosa y los 
miembros del otro grupo (denominado snoRNA de caja H/ACA) 
establecen las uridinas que se convierten en seudouridinas. Las 
estructuras de los nucleotidos modificados de estas dos reaccio- 
nes se muestran en la figura 11-lSa. 

Los dos grupos de snoRNA contienen segmentos relati- 
vamente largos (de 10 a 21 nucleotidos) que complementan a 
secciones de las transcripciones de rRNA. Estos snoRNA son 
un excelente ejemplo de como los acidos nucleicos de cadena 
sencilla tienen secuencias nucleotidas complementarias capaces 
de formar hibridos de doble cadena. En este caso, cada snoRNA 
se une a una portion especifica del pre-rRNA para formar un 
duplex RNA-RNA. El snoRNA unido guia entonces a la enzi- 
ma (sea una metilasa o una seudouridilasa) dentro del snoRNP 
para modificar un nucleotido en particular en el pre-rRNA. En 
conjunto suman alrededor de 200 diferentes snoRNA, uno para 
cada sitio en el pre-rRNA metilado en la ribosa o seudouridi- 
lato. Si se elimina el gen que codifica a uno de estos snoRNA, 
uno de los nucleotidos del pre-rRNA no puede modificarse de 
manera enzimatica. El mecanismo de action de estos dos tipos 
de snoRNA se detalla en la figura 11-15A c. El aspecto rele- 
vante de estos RNA es que se codifican dentro de las secuencias 
internas de otros genes (pag. 458). 

El nucleolo es el sitio no solo del procesamiento del rRNA, 
sino tambien del ensamble de dos subunidades ribosomales. 
Dos tipos de proteinas se vinculan con el RNA cuando este se 
procesa: proteinas ribosomales que permanecen en las subuni¬ 
dades y proteinas accesorias que tienen una interaction transi- 
toria con los intermediarios del rRNA y se requieren solo para 
el procesamiento. En este ultimo grupo se incluyen mas de una 
docena de helicasas de RNA, que son enzimas que desenrollan 
las regiones de doble cadena del RNA. Al parecer, dichas enzi¬ 
mas intervienen en muchos reordenamientos estructurales que 
ocurren durante la formation del ribosoma, incluidas la vincula- 
cion y disociacion de los snoRNA. 

Smtesis y procesamiento del rRNA 5S 

Un rRNA 5S, de unos 120 nucleotidos de largo, es parte de la 
subunidad ribosomal grande, sea de procariotas o eucariotas. Un 
gran numero de genes identicos, separados de los otros genes de 
rRNA y localizados fuera del nucleolo, codifica en los eucariotas 
a las moleculas de rRNA 5 S. Despues de la smtesis, el rRNA 5 S 
se transporta al nucleolo para unirse con otros componentes que 
participan en el ensamble de las subunidades ribosomales. 

Los genes para rRNA 5S son transcritos por polimerasa de 
RNA III. La polimerasa de RNA III difiere de las otras poli- 
merasas en que puede unirse a un sitio promotor situado dentro 
de la portion transcrita del gen bianco. J La position interna del 


3 La polimerasa de RNA III transcribe varios RNA diferentes y se une a un pro¬ 

motor interno cuando transcribe un pre-RNA 5S o pre-tRNA, pero se une a un 
promotor corriente arriba si transcribe los precursores de otros RNA, incluido el 
snRNA U6. 
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FIGURA 11-15 Modification del pre-rRNA. a) Las modificaciones mas 
frecuentes de los nucleotidos en un pre-rRNA son la conversion de una 
uridina a una seudouridina y la mediation de una ribosa en el sitio 2' del 
azucar. Para convertir uridina a seudouridina se rompe el enlace Nl-Cl/ y el 
anillo de uracilo se rota 180°, el cual coloca al C5 del anillo en position para 
formar un nuevo enlace con Cl/ de la ribosa. Se piensa que componentes de 
una protefna del snoRNP catalizan estas modificaciones qufmicas, pero las 
enzimas aun no se identifican. b) Formation de un duplex RNA-RNA entre 
snoRNA U20 y una portion del pre-rRNA que genera la mediation de 2' 
ribosa. En cada caso, el nucleotido metilado en el rRNA se une mediante 
un puente de hidrogeno a un nucleotido del snoRNA localizado a cinco 
pares de bases de la caja D. Esta ultima, que contiene la secuencia invariable 
CUGA, esta presente en todos los snoRNA que gufan la mediation de la 
ribosa. c ) Formation de un duplex RNA-RNA entre snoRNA U68 y una 
portion del pre-rRNA que lleva a la conversion de una uridina en seudouri¬ 
dina (vj/). La seudouridilacion tiene lugar en un sitio relativamente fijo para 
un plegamiento en forma de asa en el snoRNA. Los snoRNA que controlan 
la seudouridilacion poseen una secuencia ACA 3 r compartida. ( B , segun 
J. P Bachellerie y J. Cavaille, Trends in Bioch Sci 22:258, 1997; © 
1997, con autorizacion de Elsevier Science; C, segun P. Ganot et 
al., Cell 89:802,1997.) 


promotor se demostro con claridad en experimentos en los que 
se utilizaron genes modificados rRNA 5S transferidos a celulas 
hospedadoras y se determino la capacidad de este DNA para 
servir como plantilla para la polimerasa III hospedadora. De esa 
forma se encontro que la region flanqueadora 5' podia remover- 
se en su totalidad sin que la polimerasa dejara de transcribe el 
DNA en el sitio normal de inicio. Sin embargo, si la deletion 
inclula la parte central del gen, la polimerasa no transcribla el 
DNA ni se unla a este. Si el promotor interno del gen rRNA 5S 
se inserta en otra region del genoma, el nuevo sitio se transforma 
en la plantilla para la transcription por medio de la polimerasa 
de RNA III. 
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RNA de transference 

Se calcula que las celulas de plantas y animales tienen cerca de 
50 especies diferentes de RNA de transferencia, cada uno codi- 
ficado por una secuencia repetida de DNA. El grado de repeti¬ 
tion varia de acuerdo con el organismo: las celulas de levadura 
tienen un total de 275 genes que codifican tRNA, las moscas 
de la fruta unos 850 y los seres humanos un estimado de 1 300. 
Los RNA de transferencia se sintetizan a partir de genes que se 
encuentran en pequenas regiones diseminadas en el genoma. De 
manera caracteristica, una sola region contiene multiples copias 
de diferentes genes de tRNA y, por el contrario, la secuencia de 
DNA que codifica un tRNA especifico se halla por lo general en 
mas de una region. Los DNA incluidos en esta region ( tDNA) 
tienen sobre todo secuencias espaciadoras no transcritas y las 
secuencias codificantes para tRNA se situan en intervalos irre- 
gulares en un ordenamiento repetido en tandem (fig. 11-16). 

Al igual que los rRNA 5 S, los tRNA se transcriben por 
medio de la polimerasa de RNA III y la secuencia promotora se 
localiza dentro de la region codificante del gen mas, que en la 
region 5' flanqueadora. La transcription primaria de una mole- 
cula de tRNA es mucho mas grande que la transcription final, 
por lo cual los segmentos de los extremos 5' terminal y 3' del 
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FIGURA 11-16 El ordenamiento de genes que codifican a los RNA de trans¬ 
ferencia en Xenopus. El fragmento de DNA de 3.18 kilobases muestra el 
ordenamiento de diferentes genes de tRNA y sus espaciadores. (Tomada 
de S. G. Clarkson et al., en D. D. Brown, ed., Developmental Bio¬ 
logy Using Purified Genes, Academic Press, 1981.) 
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precursor de tRNA (y en algunos casos una pequena parte del 
interior) deben eliminarse. Una de las enzimas que interviene en 
el procesamiento del pre-tRNA es una endonucleasa conocida 
como ribonucleasa P, presente en bacterias y celulas eucariotas, 
e integrada con RNA y subunidades proteicas. Es la subunidad 
de RNA de la ribonucleasa P que cataliza el corte del sustrato 
pre-tRNA y que se discute en la section Vias experimentales de 
este capitulo. 


REVISION 


1. Describa las diferencias entre una transcription prima- 
ria, una unidad de transcription, un espaciador de la 
transcription y un rRNA maduro. 

2. Represente una micrografia electronica de rDNA duran¬ 
te la transcription. Marque la region no transcrita espa- 
ciadora, la region transcrita espaciadora, las moleculas 
de la polimerasa de RNA, el snRNP U3 y el promotor. 

3. Compare la organization de los genes que codifican 
rRNA de gran tamano, RNA 5S y tRNA dentro del 
genoma de los vertebrados. 


11.4 SINTESIS Y PROCESAMIENTO _ 

DE RNA MENSA.IERQS 

Cuando las celulas eucariotas se incuban por un corto 
periodo (30 min) en [ 3 H]uridina o [ 32 P]fosfato y de inmediato 
se cosechan, la mayor parte de la radiactividad se incorpora en 
un gran grupo de moleculas de RNA que tienen las siguientes 
propiedades: a) muestran pesos moleculares altos (hasta 80S o 
50 000 nucleotidos); b) se representan como grupo por RNA 
diversos (heterogeneos) con distinta secuencia nucleotidica, y 
c) se encuentran solo en el nucleo. Debido a estas propiedades, 
estos RNA se conocen como RNA nucleares heterogeneos 
(hnRNA)y se indican con la linea roja que representa la radiac¬ 
tividad en la figura 11-17«. Cuando las celulas incubadas con 
[ 3 H]uridina o p 2 P]fosfato mediante un pulso breve se colocan 
en un medio sin marca radiactiva, y se vigilan por varias horas 
antes de cosecharlas y extraer el RNA, la cantidad de radiacti¬ 
vidad en los RNA nucleares grandes decrece de modo noto- 
rio y aparece en su lugar un RNA mucho mas pequeno en el 
citoplasma (linea roja en la figura W-Ylb). Estos experimentos 
pioneros, iniciados por James Darnell ,Jr., Klaus Scherrer y cola- 
boradores, sugirieron que los hnRNA grandes y marcados con 
rapidez eran principalmente precursores de los mRNA citoplas- 
micos mas pequenos. Un gran cuerpo de investigation ha apo- 
yado de manera inequivoca esta interpretation en los ultimos 
40 anos. 

Es importante notar que las lineas rojas y azules de la figu¬ 
ra 11-17 siguen un curso muy diferente. Las lineas azules, que 
indican la densidad optica (p. ej., la absorbancia de la luz ultra- 
violeta) de cada fraction, suministran information acerca de la 
cantidad de RNA en cada fraction despues de la centrifuga¬ 
tion. A partir de los trazos de las lineas azules es evidente que 
la mayor parte del RNA en la celula esta presente como 18S y 




FIGURA 11-17 Formation del RNA nuclear heterogeneo (hnRNA) y su 
conversion a mRNA mas pequenos. a) Las curvas muestran el patron de 
sedimentation del RNA total extraido de celulas sanguineas de pato des¬ 
pues de la exposition a [ 32 P]fosfato por 30 min. Los RNA mas grandes 
viajan mucho mas durante la centrifugation y mas cerca de la region inferior 
del tubo donde yacen. La absorbancia (linea azul) indica la cantidad total 
de RNA en diferentes regiones del tubo de centrifugacion, mientras que 
las lineas rojas senalan la radiactividad correspondiente. Es evidente que la 
mayoria de los RNA sintetizados de novo es muy grande, mas que los rRNA 
estables 18S y 28S. Estos RNA grandes son los hnRNA. b ) La absorbancia 
y los perfiles de radiactividad del RNA se extrajeron de celulas marcadas 
por pulsos durante 30 min como en la parte a , pero despues se continuaron 
por tres horas en presencia de actinomicina D, que previene la sintesis del 
RNA adicional. Es evidente que los hnRNA grandes se han procesado en 
productos de RNA mas pequenos. (Tomada de G. Attardi et al., J Mol 
Biol 20:160, 1966. © 1966, con autorizacion del editor Academic 
Press.) 


rRNA 28S (junto con varios RNA pequenos que permanecen 
cerca de la parte superior del tubo). Las lineas rojas, que senalan 
la radiactividad en cada fraction, aportan datos sobre el numero 
de nucleotidos radiactivos incorporados en los RNA de diferen¬ 
te tamano durante un pulso breve. Es evidente, a partir de estas 
graficas, que ninguno de los hnRNA (fig. W-Yla) o el mRNA 
(fig. 11-177J constituyen una fraction significativa del RNA en 
la celula. Si esto fuera asi, deberia existir una gran correspon¬ 
dence entre las lineas azules y las rojas. De esta forma, a pesar 
de que los RNA mensajeros (y sus precursores heterogeneos 
nucleares de RNA) son solo un pequeno porcentaje del RNA 
total de la mayoria de las celulas eucariotas, forman parte de 
un gran porcentaje de RNA sintetizados por la celula en cual- 
quier momenta (fig. 11-17/z). Las razones de que existe poca o 
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ninguna evidencia de los hnRNA y mRNA en las graficas de 
densidad optica de la figura 11-17 apuntan a que estos RNA 
se degradan despues de lapsos relativamente breves. Esto es en 
particular cierto para los hnRNA, que se procesan en mRNA (o 
degradan por completo) incluso mientras se sintetizan. En cam- 
bio, los rRNA y tRNA tienen vida media que se mide en dias 
o semanas y de manera gradual se acumula para convertirse en 
las especies predominantes en la celula. Cierta acumulacion de 
radiactividad en los rRNA maduros 28 S y 18 S puede detectarse 
despues de tres horas del pulso (fig. 11-17^). La vida media de 
los mRNA varia segun sean las especies en particular: los limites 
oscilan entre unos 15 min y un periodo de dias. 


La maquinaria para la transcription del mRNA 

Todos los mRNA eucariotas precursores se sintetizan por la 
action de una polimerasa de RNA II, una enzima compuesta 
de 12 subunidades diferentes muy conservadas, desde la levadu- 
ra hasta los mamiferos. El inicio de la transcription por medio 
de la polimerasa de RNA II se realiza con la cooperation de 
diferentes factores transcripcionales generates (GTF). Estas 
proteinas se conocen como factores de transcripcion “generales” 
porque se requieren para asegurar la transcripcion de diferentes 
ordenamientos de genes en una amplia variedad de organismos 
distintos. Los promotores de la polimerasa de RNA II se situan 
en el extremo 5' de cada unidad de transcripcion, pese a que la 
enzima establece contacto inicial en ambos lados del sitio de ini¬ 
cio de la transcripcion (vease fig. 11-19A). En la gran mayoria de 
los genes estudiados, una portion critica del promotor se localiza 
entre 24 y 32 bases corriente arriba del sitio donde se inicia la 
transcripcion (fig. 11-18 a). Esta region contiene a menudo una 
secuencia de consenso que es identica o muy similar al oligo- 
nucleotido 5 , -TATAAA-3 , y se conoce como caja TATA. La 
caja TATA del DNA es el punto donde se ensambla el complejo 
de preinicio que contiene el GTF y la polimerasa. El complejo de 
preinicio debe ensamblarse antes de comenzar la transcripcion 
del gen. 

El primer paso en el ensamble del complejo de preinicio es 
la union de una proteina, conocida como proteina de union a la 
caja TATA (TBP ), que reconoce a la caja TATA de los promo¬ 
tores eucariotas (fig. 11-18A). En consecuencia, como ocurre en 
las celulas procariotas, una polimerasa procariota purificada es 
incapaz por si sola de reconocer un promotor de modo directo 
y no puede iniciar con precision la transcripcion. La TBP esta 
presente como una subunidad de un complejo proteico mucho 
mas grande llamado TFIID (del ingles transcription factor for 
polymerase II, fraction D). 4 La cristalografia de rayos X ha reve- 
lado que la union de la TBP al promotor de la polimerasa II 
causa una distorsion espectacular de la conformation del DNA. 
Como se muestra en la figura 11-19«, la TBP se inserta por si 
misma dentro del surco menor de la doble helice de DNA y 


4 La TBP es en realidad un factor transcripcional universal que media la union de 
las tres polimerasas de RNA eucariotas conocidas. Esta presente en una de las sub¬ 
unidades de los tres complejos diferentes conocidos de las proteinas. Como una 
subunidad del complejo TFIID, la TBP promueve la union de la polimerasa de 
RNA II. Como una subunidad de las proteinas SL1 o TFIIB, la TBP promueve 
la union de las polimerasas de RNA I y III, respectivamente. Un gran numero de 
promotores carece de la caja TATA, pero es capaz de unir a la TBP. 


Ovoalbumina 
de polio 
Globina p 
de conejo 
Globina (3- 
principal de 
raton 

(a) 



GAGGCTATATATTCCCCAGGGCTCAGCCAGTGTCTGTACA 

TTGGGCATAAAAGGCAGAGCAGGGCAGCTGCTGCTAACACT 

GAGCATATAAGGTGAGGTAGGATCAGTTGCTCCTCACATTT 



FIGURA 11-18 Inicio de la transcripcion a partir de un promotor para la 
polimerasa II eucariota. a) Secuencia nucleotidica de la region corrien¬ 
te arriba del sitio donde se inicia la transcripcion en tres genes eucarioti- 
cos diferentes. La caja TATA se indica por el cuadro sombreado en azul. 
Muchos promotores eucariotas contienen un segundo elemento promotor 
conservado llamado iniciador (Inr), que incluye el sitio donde comienza 
la transcripcion (se muestra en naranja). Otros elementos promotores se 
muestran en la figura 12-41. b ) Un modelo muy esquematico de los pasos 
en el ensamblaje del complejo de preinicio de la polimerasa de RNA II. La 
polimerasa se refiere como RNAPII; los otros componentes son los factores 
transcripcionales generales requeridos en el ensamble del complejo en su 
totalidad. El TFIID incluye una subunidad TBP, que se une de manera 
especifica a la caja TATA y otras subunidades diferentes, que en su con- 
junto se conocen como factores relacionados con TBP (TAF). Al parecer, 
TFIIB provee un sitio de union para la polimerasa de RNA.TFIIF se une a 
la polimerasa entrante. TFIIH contiene nueve subunidades, tres de las cua- 
les poseen actividades enzimaticas. 
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FIGURA 11-19 Modelos estructurales de la formation del com- 
plejo de preinicio. a) Modelo del complejo formado por el DNA 
y tres de los GTF,TBP de TFIID,TFIIA y TFIIB. La interaccion entre la 
caja TATA y el TBP dobla al DNA cerca de 80° y permite que el TFIIB se 
una al DNA corriente arriba y abajo de la caja TATA, b ) Vistas superior e 
inferior de un modelo del complejo de preinicio. A diferencia del modelo 


esquematico de la figura 11-18^, el DNA (que se muestra en bianco) se 
enrolla al parecer alrededor del complejo de preinicio de tal forma que los 
GTF pueden tener contacto con el DNA en ambos lados del sitio de inicio 
de la transcripcion. (. A , tomada de Gourisankar Ghosh y Gregory D. 
van Duyne, Structure 4:893,1996; B, tomada de M. Douziech et al., 
Mol Cell Biol 20:8175,2000; cortesia de Benoit Coulombe.) 



dobla a la molecula mas de 80° en el sitio de interaccion del 
DNA con la proteina. 

La union de TFIID da lugar a la etapa para el ensamble 
del complejo de preinicio completo, que tal vez ocurre paso a 
paso como aparece en la figura 11-18A La interaccion de las 
tres GTF (TBP de TFIID, TFIIA y TFIIB) con el DNA se 
muestra en la figura 11-19«. La presencia de estos tres GTF 
unidos al promotor provee una base para la union posterior de 
la gran multisubunidad de la polimerasa de RNA con su TFIIF 
unido (fig. 11-18A). Una vez que la polimerasa de RNA-TFIIF 
se encuentra en posicion, otro par de proteinas GTF (TFIIE y 
TFIIH) se une al complejo y convierte la polimerasa en la forma 
activa de la maquinaria de transcription. En la figura 11-19$ se 
muestra un modelo tridimensional del complejo de preinicio. 

El TFIIH es el unico GTF conocido que posee actividad 
enzimatica. Una de las subunidades del TFIIH funciona como 
una cinasa de proteina para fosforilar a la polimerasa de RNA 
(se discute mas adelante), aunque las otras dos subunidades de 
esta proteina funcionan como enzimas que desenrollan al DNA 
(helicasas). La actividad de helicasa de DNA es necesaria para 
separar las cadenas de DNA del promotor, lo que hace posible el 
acceso de la polimerasa a la cadena molde. Una vez que la trans¬ 
cription comienza, algunos de los GTF (incluido el TFIID) 
pueden abandonarse al lado del promotor, mientras que otros 
se liberan del complejo (fig. 11-20). Cuanto mas permanezca 
el TFIID unido al promotor, mas moleculas de polimerasa de 
RNA pueden unirse al sitio promotor e iniciar nuevos procesos 
de transcription sin retraso. 

La region carboxilo terminal (CTD) de la subunidad mas 
grande de la polimerasa de RNA II tiene una estructura poco 
comun, que consiste en una secuencia de siete aminoacidos 
(-Tirl-Ser2-Pro3-Tre4-Ser5-Pro6-Ser7-) que se repite una y 
otra vez. En mamiferos, la CTD tiene 52 repeticiones de este 
heptapeptido. De los siete aminoacidos, las serinas 2 y 5 son las 
primeras candidatas para la fosforilacion por cinasas de protei¬ 
na. La polimerasa de RNA que se ensambla en el complejo de 
preinicio no se fosforila, en tanto que la misma enzima que se 
compromete con la transcription esta muy fosforilada; todos los 


grupos fosfato que se unen se hallan en la CTD (fig. 11-20). La 
fosforilacion de la CTD pueden realizarla al menos cuatro cina- 



FIGURA 11-20 El inicio de la transcripcion por medio de la polimerasa de 
RNA II se vincula con fosforilacion del dominio C-terminal (CTD). 

El inicio de la transcripcion se relaciona con la fosforilacion de los resi- 
duos de serina en la position 5 de cada repetido heptamerico del CTD. Se 
piensa que la fosforilacion suministra la activation para la separation de la 
maquinaria transcripcional de los factores generales de la transcripcion o 
del promotor del DNA. La salida a partir del promotor se acompana de 
cambios principales en la conformation de la polimerasa, que la convierten 
de una enzima que “tiene problemas” para sintetizar RNA a una suma- 
mente procesiva. SII, ELL y PTEFb son tres de los factores de elongacion 
que se relacionan quiza con la polimerasa cuando esta se mueve a lo largo 
del DNA. PTEFb es una cinasa que fosforila los residuos #2 de la serina del 
CTD despues de comenzar la elongacion (vease fig. 11-35). 
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sas diferentes, incluido elTFIIH. La fosforilacion de la polime- 
rasa puede actuar como activador que desacopla la enzima del 
GTF o el DNA promotor, lo que posibilita a la enzima escapar 
del complejo de preinicio y moverse corriente abajo en el DNA 
molde. Una polimerasa de RNA comprometida con la elon¬ 
gation puede relacionarse con diferentes proteinas accesorias 
grandes. De acuerdo con algunas estimaciones, una polimerasa 
de RNA en elongation es parte de un gran complejo constituido 
por mas de 50 componentes y una masa molecular total de mas 
de tres millones de daltones (vease fig. 11-35). 

En conjunto, la polimerasa de RNA II y sus GTF son sufi- 
cientes para promover un nivel basal bajo de transcription de la 
mayoria de los promotores in vitro. Como se discute con detalle 
en el capitulo 12, diferentes factores de transcription espetificos 
son capaces de unirse a numerosos sitios en las regiones regu- 
ladoras del DNA. Estos factores de transcription espetificos 
pueden determinar: a) si un complejo de preinicio se ensam- 
bla o no en un promotor en particular, y b) la velocidad a la 
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FIGURA 11-21 Estructura del mRNA de la globina beta humana. El mRNA 
contiene un casquete de metilguanosina 5 / , regiones 5' y 3 / no codificantes 
que flanquean al segmento codificante y una cola de poli(A) 31 La longitud 
de cada segmento se refiere a varios nucleotidos. La longitud de la cola de 
poli(A) es variable. Por lo general comienza con una longitud de unos 250 
nucleotidos y se reduce de forma gradual, como se discute en el capitulo 12. 
En esta figura se muestra la estructura del casquete 5'. 


cual la polimerasa inicia nuevos ciclos de transcription desde 
este promotor. Antes de analizar el mecanismo por medio del 
cual se generan los mRNA, primero se describe la estructura 
del mRNA asi como las relaciones de algunos pasos en el proce- 
samiento que se aclaran. 

La estructura de los mRNA Los RNAmensajeros muestran 
ciertas propiedades: 

1. Contienen secuencias continuas de nucleotidos que codifi- 
can un polipeptido especifico. 

2. Se encuentran en el citoplasma. 

3. Se vinculan con los ribosomas cuando se traducen. 

4. La mayoria de los mRNA contienen un segmento impor- 
tante que no codifica, esto es, una portion que no codifica al 
ensamble de aminoacidos. Por ejemplo, cerca de 25% de cada 
RNA mensajero de globina consiste en regiones no codifi¬ 
cantes ni traducidas (fig. 11-21). Las porciones no codifican¬ 
tes se encuentran en ambos extremos terminales 5' y 3' del 
RNA mensajero y contienen secuencias que ejercen funcio- 
nes reguladoras de importancia (section 12.6). 

5. El RNA mensajero eucariota tiene modificaciones especia- 
les en sus extremos 5' y 3' terminales que no se encuentran 
ni en los mensajeros procariotas ni en los RNA de trans- 
ferencia o ribosomales. El extremo 3' terminal del RNA 
mensajero de casi todos los organismos eucariotas posee una 
secuencia de 50 a 250 residuos de adenosina que forman 
una cola de poli(A), en tanto que el extremo 5' tiene una tapa 
o “cap”de guanosina metilada (fig. 11-21). 

Pronto se volvera a este tema para describir el modo en que 
los mRNA adquieren sus extremos 5' y 3' especializados. Sin 
embargo, primero es necesaria una breve desviacion para com- 
prender como se forman los mRNA en la celula. 


Procesamiento de genes: un hallazgo 
inesperado 

Tan pronto se descubrieron los hnRNA, se propuso que este 
grupo de RNA nucleares marcados con rapidez era el precursor 
de los RNA mensajeros citoplasmicos (pag. 444). El punto mas 
importante fue la diferencia en el tamano entre las dos poblacio- 
nes de RNA: los hnRNA fueron varias veces mas grandes que 
los RNA mensajeros (fig. 11-22). <;Por que deberian las celulas 
sintetizar grandes moleculas precursoras de las versiones mas 
pequenas? Estudios iniciales sobre el procesamiento del RNA 
ribosomal habian mostrado que los RNA maduros procedian 
de grandes precursores. Hay que recordar que se removieron 
grandes segmentos a partir de los extremos 5' y 3' de diferen¬ 
tes rRNA intermediaries (fig. 11-14) para generar al final un 
rRNA maduro. Con base en el esquema anterior se pensaba que 
la celula seguia una via similar para el procesamiento de hnRNA 
para formar los RNA mensajeros. Empero, los RNA mensaje¬ 
ros constituyen poblaciones mucho mas diversas que dificultan 
seguir sus pasos durante el procesamiento de una sola especie 
de RNA mensajero, como se habia ensayado para los rRNA. El 
problema lo resolvio un descubrimiento inesperado. 

Hasta el ano de 1977 los biologos moleculares asumian 
que una secuencia lineal y continua de nucleotidos en un RNA 
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(c) Tamano molecular (kb) 

FIGURA 11-22 Diferencia de tamano entre los hnRNA y los mRNA. a y b ), 

Micrograffas electronicas de preparaciones sombreadas con polvo de metal 
de moleculas de poli(A)-mRNA a y poli(A)-hnRNA b. Aquf se muestran 
los tamanos representatives de cada tipo. La molecula de referencia es un 
DN A viral de (j)X-174. c ) Distribuciones en tamano del hnRNA y el mRNA 
de celulas L de raton que se determinan por sedimentation en gradiente de 
densidad. La linea roja representa el hnRNA que se marca con suma rapidez, 
mientras que la linea purpura representa el mRNA aislado de polirribo- 
somas despues de un periodo de cuatro horas de marcaje. Las abscisas se 
han convertido de una fraction de numero (indicado por los puntos) al 
tamano molecular por calibration de los gradientes. (Tomada de John A. 
Bantle y William E. Hahn, Cell 8:145, 1976; con autorizacion de 
Cell Press.) 


mensajero era complementaria de una secuencia continua de 
nucleotidos en una cadena del DNA de un gen. Entonces, en 
ese ano, Phillip Sharp y sus colegas del Massachusetts Institute of 
Technology y Richard Roberts, Louise Chow y sus colaboradores 
de los Cold Spring Harbor Laboratories de Nueva York realizaron 
un importante hallazgo. Estos investigadores encontraron que 
los mRNA estudiados se transcribian a partir de segmentos de 
DNA separados unos de otros a lo largo de la cadena molde. 

Las primeras observaciones en verdad relevantes se hicie- 
ron durante el analisis de transcription del genoma de adeno¬ 
virus. El adenovirus es un patogeno capaz de infectar a gran 
numero de celulas de mamifero. Se encontro que un numero de 
RNA mensajeros de diferentes adenovirus tenia el mismo extre- 
mo 5' terminal de 150 a 200 nucleotidos. Era de esperar que tal 
secuencia lider representara un segmento repetido de nucleo¬ 
tidos localizados cerca de la region promotora de cada uno de 
los genes que codifican a estos RNA mensajeros. Sin embargo, 
analisis posteriores revelaron que la secuencia lider 5' no es com¬ 
plementaria de una secuencia repetida y, aun mas, ni siquiera 
es complementaria de un tramo continuo de nucleotidos en el 
DNA molde. En lugar de ello, la secuencia principal se trans¬ 
cribe a partir de tres segmentos de DNA distintos y separados 
(representados por los bloques x, y, y z en la figura 11-23). Las 
regiones del DNA situadas entre estos segmentos, conocidas 
como secuencias interpuestas (Ii a I3 en la figura 11-23), estan 
ausentes por alguna razon en el RNA mensajero correspondien- 
te. Se podria argiiir que la presencia de secuencias interpuestas 
es una peculiaridad de los genomas virales, pero esta observation 
basica pronto se amplio a los propios genes celulares. 

En 1977, Alec Jeffreys y Richard Flavell en los Paises Bajos 
y Pierre Chambon en Francia notificaron por primera vez la pre- 
sencia de secuencias interpuestas en genomas celulares no vira¬ 
les. Jeffreys y Flavell descubrieron una secuencia interpuesta de 
unas 600 bases situada directamente dentro de una parte del gen 
de la globina que codifica a la secuencia aminoacidica del poli- 
peptido globina (fig. 11-24). La base de este hallazgo se discute 
en la figura. Pronto se reconocieron las secuencias interpuestas en 
otros genes y fue evidente que la presencia de genes con estas 
secuencias interpuestas, llamados genes de procesamiento de 
corte y empalme, es la regia y no la exception. Las partes de un 
gen de procesamiento de corte y empalme que contribuyen a la 
maduracion del producto de RNA se conocen como exones, en 
tanto que las secuencias interpuestas se denominan intrones. 
Los genes de procesamiento de corte y empalme se distribuyen 
con amplitud en los eucariotas, si bien los intrones de los euca- 
riotas mas simples (p. ej., levaduras y nematodos) casi siempre 
muestran un numero y tamano menores respecto de los mas 
complejos de plantas y animales. Los intrones se encuentran en 
todos los tipos de genes, incluidos los que codifican a los RNA 
de transferencia, RNA ribosomales y RNA mensajeros. 

El descubrimiento de genes con intrones dio paso inme- 
diato a preguntarse de que forma estos genes eran capaces de 
producir los RNA mensajeros sin estas secuencias. Una posi- 
bilidad era que las celulas generaran una transcription prima- 
ria correspondiente a toda la unidad de transcription y que las 
porciones de RNA correspondientes a los intrones de DNA se 
eliminaran de alguna manera. Si era ese el caso, entonces en la 
transcription primaria deberfan estar presentes los segmentos 
correspondientes de los intrones. Tal razonamiento debfa tam- 
bien explicar el tamano mucho mayor de las moleculas de los 
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FIGURA 11-23 El descubrimiento de las secuencias inter- 
puestas (intrones). Una porcion del genoma del adenovirus 
se muestra en la parte superior. Las secuencias discontinuas de 
los bloques marcados con x,y, y z aparecen en un ordenamien- 
to continuo en el mRNA maduro que codifica a diferentes 
polipeptidos como la proteina hexon. Como se discute mas 
adelante, la conversion de la transcripcion primaria a mRNA 
supone la eliminacion (escision) de las secuencias interpuestas 
o intrones (Ij a I 3 ) y la ligacion de las porciones remanentes 
para producir una molecula continua de RNA (parte inferior). 
En la figura 11-32 se muestran los pasos por medio de los 
cuales ocurre esto. 


hnRNA en comparacion con las moleculas del RNA mensajero 
que al final generan. 

La investigation enfocada en el RNA nuclear ha continua- 
do en los ultimos anos a tal grado que se han determinado las 
dimensiones de unos cuantos RNA mensajeros (pre-mRNA). 
Por ejemplo, se observo que la secuencia de globina esta pre¬ 
sente en una molecula de RNA nuclear que se sedimenta a 15S, 
a diferencia del RNA mensajero de la globina final cuyo coefi- 
ciente de sedimentation es de 10S. Para ello se uso una tecnica 
ingeniosa (conocida como formation del asa R) que emplearon 
Shirley Tilghman, Philip Leder y colaboradores de los National 
Institutes of Health para determinar la relation fisica entre los 


RNA de globina 15S y 10S y generar information sobre la 
transcription de los genes procesados. 

Hay que recordar la evidencia analizada en la pagina 403, 
segun la cual las cadenas simples de DNA complementario pue- 
den unirse de manera especifica entre si. Tambien pueden enla- 
zarse entre si el DNA de cadena unica y las moleculas de RNA, 
siempre que tengan secuencias complementarias de nucleotidos; 
esta es la base de la tecnica de hibridacion DNA-RNA analiza¬ 
da en la section 18.11 (el complejo DNA-RNA se conoce como 
hlhrido). Tilghman y colaboradores recurrieron a la microscopia 
electronica para examinar los fragmentos de DNA del gen de 
la globina hibridado con el RNA de la globina 15S. Se advir- 
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FIGURA 11-24 El descubrimiento de los intrones en un gen eucariota. 

Como se analiza en el capftulo 18, las bacterias tienen enzimas de restric¬ 
tion que reconocen y cortan las moleculas de DNA en un sitio de ciertas 
secuencias nucleotfdicas. El dibujo muestra un mapa de sitios de restriccion 
de enzimas de corte en la region del gen de la globina beta de conejo (parte 
superior) y el mapa correspondiente de un cDNA preparado a partir del 
mRNA de la globina beta (inferior). (Un cDNA es un DNA conformado in 
vitro a traves de la enzima transcriptasa inversa mediante un mRNA usado 
como molde. De esta forma, el cDNA tiene la secuencia complementaria 
del mRNA. El cDNA se ha utilizado para este experimento debido a que 
las enzimas de restriccion no cortan los RNA.) Las letras indican los sitios 
en los cuales diferentes enzimas de restriccion cortan los dos DNA. El mapa 
superior muestra que el gen de la globina contiene un sitio de restriccion 
para la enzima BamWl (B) localizada unos 700 pares de bases desde un sitio 
de restriccion para la enzima EroRl (E). Cuando el cDNA de la globina se 
trato con estas mismas enzimas (mapa inferior), los sitios correspondientes 
B y E estuvieron separados solo por 67 nucleotidos. Es evidente que el 
DNA preparado a partir del genoma tiene una region que esta ausente del 
cDNA correspondiente (y por lo tanto esta ausente del mRNA a partir 
del cual se genero el cDNA). La secuencia completa del gen de la globina 
que se muestra despues contiene un segundo intron mas pequeno. (Tomada 
de A. J. Jeffreys y R. A. Flavell, Cell 12:1103,1977; con autoriza- 
cion de Cell Press.) 
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FIGURA 11-25 Visualizacion de un intron en el gen de la 
globina. Micrograffa electronica de hibridos formados 
entre a , el RNA precursor de la globina 15S y el DNA de 
un gen de la globina, y b), el mRNA de la globina 10S y el 
mismo DNA como se muestra en a. Las lineas rojas pun- 
teadas indican las posiciones de las moleculas de RNA. El 
precursor de RNA es equivalente en longitud y secuencia 
al DNA del gen de la globina, pero al mRNA 10S le falta 
una porcion que esta presente en el DNA del gen. Estos 
resultados sugieren que el RNA 15S se procesa al eliminar 
una secuencia interna de RNA y otra vez al unir las regiones 
flanqueadoras. (Tomada de Shirley M. Tilghman et 
al., Proc Natl Acad Sci USA 75:1312,1978.) 




tio que el hibrido poseia una doble cadena continua del com- 
plejo DNA-RNA (lineas punteadas rojas y azules de la figura 
ll-25a). En cambio, cuando el mismo fragmento de DNA se 
incubo con el RNA mensajero de la globina madura 10S, un 
largo segmento de DNA en el centra de la region codificante se 
reconocio como una protuberancia que formaba un asa de doble 
cadena (fig. 11-25A). El asa resultante estaba formada por un 
gran intron en el DNA que no fue complementario en ninguna 
parte del RNA mensajero pequeno de la globina. Fue evidente 
que el RNA 15 S contenia los segmentos correspondientes a los 
intrones de los genes que se remueven durante la formation del 
RNA mensajero 10S. 

Mas o menos al mismo tiempo se efectuo un experimento 
similar de hibridacion entre el DNA que codifica a la ovoalbu- 
mina, una proteina que se encuentra en los huevos de la gallina, y 
su correspondiente mRNA. El DNA de ovoalbumina y el RNA 
mensajero hibrido contienen siete asas distintas que corres- 
ponden a siete intrones (fig. 11-26). En conjunto, los intrones 
representan cerca de tres veces el DNA presente en las ocho por- 


ciones codificantes combinadas (exones). Estudios posteriores 
han revelado que los exones individuales promedian alrededor 
de 150 nucleotidos. En cambio, los intrones individuales tienen 
cerca de 3 500 nucleotidos, lo cual explica por que las moleculas 
de hnRNA son mucho mas largas que los mRNA. Para citar dos 
casos extremos, el gen de la distrofina humana tiene 100 veces la 
longitud necesaria para codificar a su correspondiente mRNA y 
el gen de la colagena tipo I contiene mas de 50 intrones. Un gen 
humano contiene en promedio cerca de nueve intrones. 

Estos y otros hallazgos representan una solida evidencia 
para la propuesta segun la cual la formation del RNA mensajero 
en celulas eucariotas sucede por la remocion de las secuencias 
internas de ribonucleotidos de un pre-mRNA mucho mas largo. 
A continuation se analizan los pasos de este proceso. 

El procesamiento de los mRNA eucariotas 

La polimerasa de RNA II genera una transcription primaria 
complementaria del DNA de toda la unidad de transcription. El 
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FIGURA 11-26 Visualization de los intrones en el gen de la ovoalbumina. 

Micrografia electronica de un hibrido formado entre el mRNA de la ovo¬ 
albumina y un fragmento del DNA genomico de polio que contiene el gen 
de la ovoalbumina. El hibrido que se muestra en esta micrografia es similar 
en naturaleza al de la figura l\-2Sb. En ambos casos, el DNA contiene la 
secuencia entera del gen debido a que se aislo directamente del genoma. 


En cambio, el RNA se ha procesado por completo y las porciones que se 
transcribieron de los intrones se removieron. Cuando el DNA genomico y 
el mRNA se hibridan, las porciones del DNA que no estan representadas 
en el mRNA forman asas. En esta figura se pueden observar las asas de siete 
intrones (A-G). (Cortesia de Pierre Chambon.) 


examen mediante microscopia electronica de genes capaces de 
transcribe indica que las transcripciones de RNA se vinculan con 
diferentes proteinas y numerosas particulas distintas, mientras 
aun se encuentran en proceso de sintesis (fig. 11-27). Estas parti¬ 
culas, que consisten en proteinas y ribonucleoproteinas, incluyen 
a los agentes encargados de convertir la transcription primaria en 
un RNA mensajero maduro. Este proceso de conversion requiere 
la adicion de la estructura cap (casquete) en el extremo 5' y una 
cola de poli(A) en los extremos 3' de la transcripcion, ademas de 


la elimination de cualquier secuencia de intron. Una vez comple¬ 
to el procesamiento, el mRNP, que consta de RNA y proteinas 
relacionadas, esta listo para exportarse del nucleo. 

Extremos 5' y colas de poli(A) Los extremos 5' de todos 
los RNA poseen de manera primaria un trifosfato derivado del 
primer trifosfato de nucleosido incorporado en el sitio de ini¬ 
tio de la sintesis de RNA. Una vez que el 5' terminal de un 
precursor de RNA mensajero se sintetiza, diferentes actividades 



FIGURA 11-27 Las transcripciones del 
pre-mRNA se procesan conforme se 
sintetizan (esto es, en sentido cotrans- 
cripcional). a) Micrografia electronica de 
una unidad de transcripcion no ribosomal 
que muestra la presencia de particulas de 
ribonucleoproteinas unidas a las trans¬ 
cripciones del RNA naciente. b ) Dibujo 
que trata de interpretar la micrografia que 
se muestra en la parte a. La linea puntea- 
da representa la tira de cromatina (DNA), 
las lineas solidas las fibrillas de ribonu- 
cleoproteina (RNP) y los circulos solidos 
las particulas RNP relacionadas con las 
fibrillas. Para numerar las transcripcio¬ 
nes individuals, se empieza con el mas 
cercano al punto de inicio. Las particulas 
RNP no se distribuyen de modo aleatorio 
a lo largo de la transcripcion emergente, 
sino que se unen a sitios especificos don- 
de el procesamiento del RNA se realiza. 
(Tomada de Ann L. Beyer, Oscar L. 
Miller, Jr. y Steven L. McKnight, 
Cell 20:78, 1980; con autorizacion 
de Cell Press.) 
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enzimaticas actuan en este extremo de la molecula (fig. 11-28). 
En un primer paso, el ultimo de los tres fosfatos se remueve 
y convierte el extremo 5' terminal en un difosfato (paso 1, fig. 
11-28). Entonces se adiciona un GMP en orientation invertida 
de tal modo que el extremo 5' terminal de la guanosina se halla 
frente al extremo 5' de la cadena de RNA (paso 2, fig. 11-28). 
Como resultado, los dos primeros nucleosidos se encuentran 
unidos por un puente 5'-5' de trifosfato poco usual. Por ulti¬ 
mo, la region terminal invertida de la guanosina se metila en 
la position 7 en su base de guanina, mientras el nucleotido en la 
cadena interna del puente de trifosfato lo hace en position 2' 
de la ribosa (paso 3, fig. 11-28). El extremo 5' del RNA con- 
tiene entonces un capuchon de metilguanosina (mostrado con 
mayor detalle en la figura 11-21). Estas modificaciones enzi- 


Transcripcion primaria 



maticas del extremo 5' de la transcription primaria ocurren con 
gran rapidez, mientras que la molecula de RNA continua en su 
estado temprano de sintesis. De hecho,la CTD de la polimerasa 
recluta a las enzimas que realizan el capping (del ingles “capu¬ 
chon”) (vease fig. 11-35). El capuchon de metilguanosina en el 
extremo 5' de un mRNA tiene diferentes funciones: previene 
que las exonucleasas digieran al extremo 5' del mRNA, favo- 
rece el transporte del mRNA fuera del nucleo y tiene un papel 
importante en el initio de la traduction del mRNA. 

Como se ha visto, el extremo 3' de un RNA mensajero con- 
tiene una cadena de residuos de adenosina que forma una cola 
de poli(A). Conforme se secuenciaron diferentes RNA mensa- 
jeros resulto evidente que la cola de poli(A) comienza invaria- 
blemente unos 20 nucleotidos corriente abajo de la secuencia 
AAUAAA. En la transcription primaria esta secuencia sirve 
como sitio de reconocimiento para el ensamble de un complejo 
de proteinas que realizan mecanismos de procesamiento en el 
extremo 3' del RNA mensajero (fig. 11-28). El complejo de pro¬ 
cesamiento del ensamblado de poli(A) tambien se relaciona de 
manera fisica con la polimerasa de RNA cuando esta sintetiza la 
transcription primaria (vease fig. 11-35). 

Dentro de las proteinas del complejo de procesamiento se 
encuentra una endonucleasa (fig. 11-28, parte superior), que 
corta a la molecula de pre-mRNA corriente abajo respecto del 
sitio de reconocimiento. Luego del corte por la nucleasa, una 
enzima conocida como polimerasa de poli(A) agrega 250 o mas 
adenosinas sin la necesidad de un molde (pasos a-c, fig. 11-28). 
Como se senala en la section 12.6, la cola de poli(A) junto con 
una proteina adjunta protegen al mRNA de la degradation 
prematura por exonucleasas. Las colas de poli(A) tambien son 
utiles para los biologos moleculares interesados en aislar los 
mRNA. Cuando una mezcla de RNA celulares se pasa a traves 
de una columna que contiene unidos polinucleotidos sinteticos 
poli(T), los mRNA se unen entonces a la columna y se extraen 
de la solution, mientras que los mas abundantes, tRNA, rRNA 
y snRNA, que no poseen colas de poli(A), pasan a traves de la 
columna y se desechan con el solvente acuoso. 

Procesamiento del RNA: remocion de intrones de un pre- 
mRNA Los pasos clave en el procesamiento del pre-mRNA 
se muestran en la figura 11-29. Ademas de la formation del 

FIGURA 11-28 Pasos en la adicion de un casquete de metilguanosina 5' y 
una cola de poli(A) en el extremo 3' de un pre-mRNA. El extremo 5' de 
un pre-mRNA naciente se une a una enzima de casquete, la cual en los 
mamiferos tiene dos sitios activos que catalizan reacciones diferentes: una 
trifosfatasa que remueve al grupo fosfato terminal (paso 1) y una transferasa 
de guanililo que adiciona un residuo de guanina en orientacion inversa, por 
medio de un enlace 5'-a-5' (paso 2). En el paso 3, diferentes transferasas de 
metilo agregan un grupo metilo al casquete de guanosina terminal y la ribo¬ 
sa del nucleotido colocado en el extremo del RNA emergente. Un complejo 
proteico (llamado CBC) se une al casquete (no se muestra). Una serie de 
sucesos muy diferentes ocurre en el extremo 3 ' del pre-mRNA, donde un 
complejo grande de proteinas se ensambla. Primero, una endonucleasa corta 
la transcripcion primaria de RNA y genera un nuevo extremo 3'. En los 
pasos a-c, una polimerasa de poli(A) anade residuos de adenosina al extre¬ 
mo 3' sin intervention de un molde de DNA. Un mRNA caracteristico de 
mamifero contiene 200 a 250 residuos de adenosina en su cola completa 
de poli(A); el numero es considerablemente menor en eucariotas inferio- 
res. (Segun D. A. Micklos y G. A. Freyer, DNA Science, Carolina 
Biological Supply Co.) 
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FIGURA 11-29 Sinop sis de los pasos durante el procesamiento del mRNA 
de la globina. Los intrones se muestran en purpura, mientras que las por- 
ciones azul oscuro del gen aluden a las posiciones de los exones, que son las 
secuencias de DNA representadas en el RNA mensajero maduro. 


casquete 5' y la cola de poli(A), ya descrita, otras partes de una 
transcripcion primaria que corresponden a las secuencias intro- 
nicas deben eliminarse por un proceso complejo denominado 
splicing del RNA. Para procesar un RNA deben efectuarse cor- 
tes en la cadena de ese RNA en los extremos 5' y 3' (o sitios de 
splicing) de cada intron y los exones situados a cada lado de los 
sitios de splicing deben unirse de nueva cuenta de manera cova- 
lente (ligados). Es importante que el procesamiento ocurra con 
exactitud, debido a que la adicion o perdida de un solo nucleoti- 
do en cualesquiera de las uniones de splicing'po&na. causar que el 
mRNA resultante se tradujera de modo equivoco. 

^De que manera la maquinaria basica de splicing recono- 
ce las uniones exon-intron en miles de diferentes pre-mRNA? 
El analisis de cientos de uniones entre los exones e intrones en 


eucariotas, desde las levaduras y los insectos hasta los marnife- 
ros, revela la presencia en los sitios de splicing de una secuencia 
nucleotidica conservada y originada en la evolution ancestral. 
En la figura 11-30 se muestra la secuencia identificada mas a 
menudo en los bordes de la union exon-intron de las moleculas 
de pre-mRNA de mamifero. El G/GU en el sitio 5' terminal del 
intron {sitio de splicing 5'), el AG/G en el extremo 3' del intron 
{sitio de splicing 3') y la secuencia depolipirimidinas cercana al sitio 
de splicing 3' estan presentes en la gran mayoria de las molecu¬ 
las de pre-mRNA eucariotas. 5 Ademas, las regiones adyacentes 
del intron contienen nucleotidos preferidos, como se indica en 
la figura 11-30, los cuales poseen una funcion relevante en el 
reconocimiento del sitio de splicing. Las secuencias ilustradas 
en la figura 11-30 funcionan siempre como reconocimiento de 
los sitios de splicing, pero no son suficientes. Por lo general, los 
intrones se presentan en la forma de miles de nucleotidos y a 
menudo contienen segmentos internos que semejan la secuencia 
de consenso mostrada en la figura 11-30, si bien las celulas no 
los reconocen como senales de splicing y por consecuencia los 
ignoran. La adicion de senales que permiten a la maquinaria 
de splicing distinguir entre exones e intrones se debe quizas a 
secuencias especificas (llamadas aumentadores del splicing exonico 
o ESE), situadas dentro de los exones (fig. 11-32, recuadro A). 
Los cambios en la secuencia de DNA dentro del sitio de spli¬ 
cing o en un ESE pueden llevar a la inclusion de un intron o la 
exclusion de un exon. Se estima que mas de 15% de las enfer- 
medades humanas hereditarias se debe a mutaciones que alteran 
el splicing del pre-mRNA. 

El entendimiento del splicing del RNA ha delineado 
una mejor idea de las capacidades de las moleculas del RNA. 
Thomas Cech y sus colegas de la University of Colorado obtu- 
vieron en 1982 la primera evidencia de que las moleculas de 
RNA eran capaces de catalizar reacciones quimicas. Como se 
discute de forma mas extensa en la section Vias experimentales 
de este capitulo, estos investigadores encontraron que el proto- 
zoario ciliado Tetrahymena sintetizaba un rRNA precursor (un 
pre-rRNA) capaz de autoprocesarse. Ademas de la reveladora 
existencia de los RNA enzimaticos, o ribozimas, tales experi- 
mentos cambiaron el pensamiento de los biologos acerca de los 
esenciales papeles del RNA y las proteinas en el mecanismo del 
procesamiento del RNA. 


5 Alrededor de 1% de los intrones tiene dinucleotidos AT y AC en sus extremos 5 / y 
3' (mas que GU y AG). Estos intrones AT/AC se procesan por un tipo diferente de 
espliceosoma, conocido como espliceosoma U12 debido a que contiene snRNA U12 
en lugar del snRNA U2 del espliceosoma principal. 
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FIGURA 11-30 Secuencias nucleotidicas en los sitios de splicing del pre- 
mRNA. Las secuencias nucleotidicas mostradas en las regiones de los sitios 
de splicing estan basadas en el analisis de un gran numero de pre-mRNA y 
por tanto se refieren como secuencias de consenso. Las bases que se muestran 
en naranja virtualmente no varian y las que aparecen en negro representan 


las bases preferidas en estas posiciones. N representa cualesquiera de los 
cuatro nucleotidos mientras que Y es una pirimidina. La secuencia de poli¬ 
pirimidina cercana al sitio de splicing 3' casi siempre contiene entre 10 y 
20 pirimidinas. 
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Los intrones del pre-rRNA de Tetrahymena son un ejemplo 
de los intrones del grupo /, que se discuten mas adelante. Otro 
tipo de intrones que efectuan auto -splicing, llamados intrones del 
grupo II, se descubrio despues en mitocondrias de hongos, cloro- 
plastos de plantas y una amplia variedad de bacterias y arqueas. 
Los intrones del grupo II se pliegan en una estructura compleja 
que se muestra en dos dimensiones en la figura 11-31 a. Los 
intrones del grupo II sufren un auto -splicing al pasar por un 
estado intermedio, conocido como lazo (fig. 11-31 b), debido a 
que semeja la soga utilizada por los vaqueros para lazar vacas. 
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El primer paso en el procesamiento de los intrones del grupo 
II es el corte del sitio de procesamiento 5' (paso 1, fig. 11-31 b), 
seguido por la formation de un lazo por medio de un enlace 
covalente entre el 5' terminal del intron y un residuo de adeno- 
sina cercano al 3' terminal del intron (paso 2). El corte posterior 
del sitio de procesamiento 3' libera el lazo y hace posible el corte 
de los extremos del exon para que se unan de modo covalente 
(ligados) (paso 3). 

Los pasos llevados a cabo durante la remocion de los intro¬ 
nes de las moleculas de pre-mRNA en celulas animales son 
muy similares a los pasos observados en los intrones del gru¬ 
po II. La diferencia primaria radica en que los pre-mRNA no 
son capaces de procesarse por si mismos y requieren un grupo 
de pequenos RNA nucleares (snRNA) y sus proteinas vincu- 
ladas. Cada molecula larga de hnRNA se transcribe y relacio- 
na con un gran numero de proteinas para formar un hnRNP 
(ribonucleoproteina nuclear heterogenea), la cual representa 
el sustrato para las reacciones de procesamiento siguientes. El 
procesamiento que ocurre en cada intron del pre-mRNA se 
vincula con un complejo macromolecular llamado espliceosoma. 
Cada espliceosoma posee diferentes proteinas y un numero de 
distintas particulas ribonucleoproteicas conocidas como snRNP 
compuestas de snRNA unidos a proteinas especificas. Los espli- 
ceosomas no estan presentes dentro del nucleo en un estado 
prefabricado, sino que se ensamblan del mismo modo que se 
unen sus componentes snRNP al pre-mRNA. Una vez que la 
maquinaria del espliceosoma se ensambla, los snRNP llevan a 
cabo las reacciones que cortan los intrones de la transcription y 
de nueva cuenta unen los extremos de los exones y los integran. 
Los intrones seccionados, que constituyen alrededor de 90% del 
pre-mRNA de los mamiferos, simplemente se degradan en el 
nucleo. 

La comprension de los pasos del procesamiento de RNA 
ha necesitado muchos estudios en extractos fibres de celulas que 
pueden procesar con precision el pre-mRNA in vitro. Algunos 
de los principales pasos en el ensamblado de un espliceosoma 
y la remocion de un intron se muestran y describen con detalle 
en la figura 11-32. La remocion de un intron requiere varias 
particulas de snRNP: los snRNP U1,U2,U5 y U4/U6, que con- 
tiene snRNA U4 y U6 unidos entre ellos. Ademas de estos snR¬ 
NA, cada snRNP contiene una docena de proteinas o mas. Una 


FIGURA 11-31 La estructura y la via de auto-splicing los intrones del gru¬ 
po II. a) Estructura bidimensional de un intron del grupo II (se muestra 
en rojo). El intron se pliega en seis dominios caracteristicos. Los asteriscos 
indican los nucleotidos de adenosina que se abultan fuera del dominio VI 
y forman una estructura semejante a una soga, descrita en el texto. Los dos 
extremos del intron llegan a estar muy cercanos entre si, como lo indica la 
proximidad de los dos enlaces intron-exon. b) Pasos en el auto -splicing de 
los intrones del grupo II. En el paso 1, el OH 2' de una adenosina dentro del 
intron (asterisco en el dominio VI de la parte a ) realiza un ataque nucleofi- 
lico al sitio de splicing 5', que corta el RNA y forma un enlace fosfodiester 
2'-5' raro con el primer nucleotido del intron. Esta estructura ramificada se 
describe como una soga. En el paso 2, el grupo OH 3' libre del exon despla- 
zado ataca al sitio de splicing 3', el cual corta el RNA en el otro extremo del 
intron. Como resultado de esta reaccion, el intron se libera en la forma de 
una soga y los extremos 3' y S' de los dos exones flanqueadores se ligan (paso 
3). Una via similar se sigue en el splicing de intrones de los pre-mRNA, 
pero en lugar de suceder por auto -splicing, estos pasos requieren la ayuda de 
distintos factores adicionales. 






















11.4 SlNTESIS Y PROCESAMIENTO DE RNA MENSAJEROS 455 


Sitio de splicing 5' 


Sitio de splicing 3' 


Exon 1 


Intron 


Punto de 
bifurcacion 


Exon 2 


V 


© 


0 


ui 


V 



FIGURA11-32 

©?© Modelo esque- 
matico del ensamble de la 
maquinaria de splicing y 
algunos de los pasos que 
ocurren durante este pro- 
ceso. El paso 1 muestra la 
porcion del pre-mRNA 
que se somete a splicing. 

En el paso 2, el primero 
de los componentes del 
splicing , Ul snRNP, se ha 
unido al sitio 5' del splicing 
del intron. La secuencia 
nucleotfdica del snRNA 
Ul es complementaria del 
sitio de splicing 5' del pre- 
mRNA y hay evidencias 
que indican que el snR¬ 
NP Ul se une de manera 
inicial al extremo 5' del 
intron por la formacion de 
pares de bases especificas 
entre el sitio de splicing y el 
snRNA Ul (vease recua- 
dro A). El snRNP U2 es 
el siguiente en entrar al 
complejo de splicing y se 
une al pre-mRNA (como 
se muestra en el recuadro 
A), lo cual ocasiona que 
un residuo de adenosina 
especifico (resaltado) se 
exponga hacia afuera de la 
helice (paso 3). Este es 
el sitio que mas tarde se 
convierte en un punto 
de bifurcacion de la soga. 

Se piensa que al U2 lo 
recluta la protefna U2AF, 
que se une a la secuencia 
de polipirimidina cerca del 
sitio de splicing 3'. U2AF 
tambien interacciona con 
las protefnas SR que se 
unen a los aumentadores 
exonicos de splicing (ESE). 

Estas interacciones juegan 
una funcion importante en 
el reconocimiento de los 
extremos intron/exon. El 
proximo paso es la union 
de los snRNP U4/U6 y 

U5 al pre-mRNA con el desplazamiento de Ul (paso 4). El ensamble de 
un espliceosoma implica una serie de interacciones dinamicas entre el pre- 
mRNA y los snRNA especfficos y entre los snRNA mismos. A medida que 
entran en el complejo con el pre-mRNA, los snRNA U4 y U6 se aparean 
de manera extensa el uno con el otro (recuadro B). El snRNA U4 se separa 
despues del duplex y las regiones de U6 que estaban apareadas con U4 se 
aparean con una porcion de los snRNA U2 (recuadro C). Otra porcion del 
snRNA U6 se halla en el sitio de splicing 5' (recuadro C) y ha desplazado 
al snRNA Ul que antes estaba unido ahi (recuadro A). Al parecer, el U6 es 
una ribozima y el U4 un inhibidor de su actividad catalitica. Una vez que los 
snRNA Ul y U4 se han desplazado el snRNA U6 se encuentra en posicion 
para catalizar las dos reacciones qufmicas requeridas para la remocion del 
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intron. La primera reaccion (indicada por la flecha en el recuadro C) genera 
el corte del sitio de splicing 5' y forma un exon 5' libre y una soga del intron 
3' del exon intermediario (paso 5). Se piensa que la porcion 5' libre del exon 
se coloca en el lugar por su relacion con el snRNA U5 del espliceosoma, que 
tambien interactua con el sitio de splicing 3' (paso 5). A la primera reaccion 
de corte en el sitio de splicing 5' le sigue una segunda reaccion de corte en 
el sitio de splicing 3' para eliminar el intron en forma de soga y de manera 
simultanea unir los extremos de los dos exones vecinos (paso 6). Despues 
del splicing , los snRNP deben liberarse del pre-mRNA, reiniciarse las rela- 
ciones originales entre los snRNA y reensamblarse los snRNP en los sitios 
de otros intrones. 
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r*—^ FIGURA 11-33 La estructura de un snRNP. a) Modelo 
de una particula snRNP U1 basada en datos bioqiri- 
micos e information estructural obtenida a partir de microscopia 
crioelectronica. En el nucleo de la particula se halla un complejo 
proteico en forma de anillo compuesto de siete proteinas Sm 
diferentes y comunes en todos los snRNP U. Otras tres proteinas 
son unicas de los snRNP U1 (llamadas 70K, Ul-A y Ul-C). 
Los brazos I, II y IV son partes de los snRNA U1 de 165 bases. 
El snRNP se ensambla en el citoplasma y se importa al nucleo, 
donde realiza su funtion. b ) Modelo de un snRNA U1 casi en 
la misma orientation que en a. (Reimpresa con autorizacion 
de Holger Stark et al., Nature 409:541, 2001; © 2001 
Macmillan Magazines Limited.) 


familia, las denominadas proteinas Sm, esta presente en todos 
los snRNP. Las proteinas Sm se unen una con otra y con un 
sitio conservado de cada snRNA (excepto snRNA U6) para for- 
mar un nucleo del snRNP. La figura 11-33 muestra un modelo 
estructural del snRNP Ul, con la localization de los snRNA, las 
proteinas Sm y otras proteinas dentro de la particula indicada. 
Las proteinas Sm se identificaron primero debido a que son el 
bianco de anticuerpos generados en pacientes con una enferme- 
dad autoinmunitaria llamada lupus eritematoso sistemico. Las 
otras proteinas del snRNP son unicas para cada particula. 

Los sucesos descritos en la figura 11-32 proveen excelen- 
tes ejemplos de las interacciones dinamicas y complejas que 
ocurren entre las moleculas de RNA. Los reordenamientos 
multiples entre las moleculas de RNA que pueden tener lugar 
durante el ensamblaje de un espliceosoma estan mediados con 
probabilidad por helicasas de RNA consumidoras de ATP 
presentes dentro de los snRNP. Las helicasas de RNA pue¬ 
den desenredar la doble cadena de los RNA, tal y como se 
observa en el duplex U4-U6 de la figura 11-32, recuadro B, el 
cual permite el desplazamiento de los RNA para unir nuevas 
regiones. Las helicasas de espliceosoma tambien desenrollan 
al parecer los RNA de proteinas unidas, incluida la protei- 
na U2AF de la figura 11-32, recuadro A. Por lo menos ocho 
helicasas diferentes intervienen en el splicing del pre-mRNA 
en las levaduras. 

Dos factores: a) que los pre-mRNA se procesan por las 
mismas reacciones quimicas de mXo-splicing en los intrones del 
grupo II, y b) que los snRNA necesarios para el splicing del pre- 
mRNA semejan partes de los intrones del grupo II (fig. 11-34), 
sugieren que los snRNA son los componentes activos cataliticos 
de los snRNP, no las proteinas. En otras palabras, se piensa que 
el espliceosoma es mas bien una ribozima, una propuesta que ha 
recibido considerable apoyo desde el punto de vista experimen¬ 
tal. Se cree que las proteinas tienen funciones complementarias: 
mantener la propia estructura tridimensional de los snRNA, 
controlar los cambios de la conformation del snRNA, transpor- 
tar los mRNA procesados a la envoltura nuclear y seleccionar 
los sitios utilizados durante el procesamiento de un pre-mRNA 
especifico. De los diferentes snRNA que participan en el splicing 
del RNA, el U6 cataliza por lo general ambos cortes en el pre- 
mRNA requeridos para la elimination de intrones. 


Como se ha mencionado con anterioridad, las secuencias 
situadas dentro de los exones, llamadas aumentadoras del spli¬ 
cing exonico (ESE), participan en el reconocimiento de exo- 
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FIGURA 11-34 Similitudes estructurales propuestas entre las reacciones de 
splicing realizadas por el espliceosoma en los pre-mRNA y las reaccio¬ 
nes de auto -splicing de los intrones del grupo II. a) Interacciones entre un 
intron de una molecula de pre-mRNA (flanqueada por los exones 1 y 2) y 
dos snRNA (U2 y U6) que se requieren para el splicing, b ) La estructura de 
un intron del grupo II muestra un ordenamiento de las partes criticas que 
se alinean durante el auto-splicing (como se indica en la figura 11-31). La 
semejanza de las partes del intron del grupo II con los RNA combinados 
en la parte a es evidente. Los residuos que no varian se muestran en letras 
mayusculas; las purinas y las pirimidinas conservadas se expresan por r y y, 
respectivamente. Los residuos variables se muestran con una n. (Segun A. 
M. Weiner, Cell 72:162,1993; con autorizacion de Cell Press.) 
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nes por medio de la maquinaria del splicing. Las ESE sirven 
como sitios de union para una familia de proteinas que unen 
RNA, conocidas como proteinas SR [llamadas asi debido al gran 
numero de dipeptidos de arginina (R)-serina (S)]. Al parecer, las 
proteinas SR interactuan en complejos que abarcan las uniones 
intron/exon y ayudan a movilizar a los snRNP a los sitios de 
splicing (vease fig. 11-32, recuadro A). Las proteinas SR car- 
gadas de manera positiva tambien se pueden unir por fuerza 
electrostatica a los grupos fosfato de carga negativa que se agre- 
gan a la CTD de la polimerasa cuando la transcripcion se inicia 
(fig. 11-20). Como resultado, el ensamble de la maquinaria de 
procesamiento en un intron ocurre en conjuncion con la sintesis 
del intron por la polimerasa. Se piensa que la CTD recluta a una 
amplia variedad de factores de splicing. De hecho, se requiere la 
mayor parte de la maquinaria para el splicing del mRNA y su 
exportation al citoplasma con la polimerasa como parte de una 
gran “fabrica de mRNA” (fig. 11-35). 

En virtud de que la mayoria de los genes contienen varios 
intrones, las reacciones de splicing mostradas en la figura 11-32 
deben ocurrir de forma repetida sobre una misma transcription 
primaria. La evidencia sugiere que los intrones se eliminan de 
acuerdo con un orden determinado y que se generan interme¬ 
diaries de procesamiento especificos cuyos tamanos se extien- 
den entre la transcription primaria y el mRNA maduro. En la 
figura 11-36 se muestra un ejemplo de intermediarios formados 
durante el procesamiento nuclear del RNA mensajero ovomu- 
coide en las celulas del oviducto de la gallina. 

Implicaciones evolutivas de la rotura 
de genes y el splicing del RNA 

El descubrimiento de la capacidad del RNA para catalizar 
reacciones quimicas tuvo un enorme efecto sobre el concepto 
de la evolution biologica. Una de las preguntas fundamentales 


planteadas por los biologos evolutivos desde el descubrimiento 
del DNA es la siguiente: ^cual fue el primer material geneti- 
co, la proteina o el DNA? El dilema precede de las funciones 
al parecer no superpuestas de estos dos tipos de macromolecu- 
las. Los acidos nucleicos almacenan information, en tanto 
que las proteinas catalizan reacciones. Con el descubrimiento de 
las ribozimas a principios de la decada de 1980 resulto evidente 
que el RNA podia hacer ambas cosas. 

Estos hallazgos alimentaron la creencia de que el DNA y 
las proteinas no se hallaban en el estado initial de la evolution 
de la vida. Durante este periodo, las moleculas de RNA ejecu- 
taron una doble tarea: sirvieron como material genetico y como 
catalizadores de las reacciones quimicas, incluidas las necesarias 
para la replication del RNA. En esta etapa, la vida podia des- 
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FIGURA 11-35 Representation esquematica de un mecanismo para la coor¬ 
dination de la transcription, casquete, poliadenilation y splicing. En 

este modelo simplificado, el dominio C-terminal (CTD) de la subunidad 
grande de la polimerasa de RNA (pag. 446) sirve como un andamiaje para 
la organization de los factores que intervienen en el procesamiento de los 
pre-mRNA, incluidos los que participan en el casquete, poliadenilation y 
remocion de intrones. Ademas de las proteinas representadas aqui, la poli¬ 
merasa tal vez se relacione con un hospedador de factores transcripcionales 
y tambien con enzimas que metilan histonas. Las proteinas unidas a la poli¬ 
merasa pueden depender en cualquier momento de los residuos de serina 
del CTD que se fosforilan. (Segun E. J. Steinmetz, Cell 89:493, 1997; 

CON AUTORIZACION DE CELL PRESS.) 
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FIGURA 11-36 Procesamiento del pre-mRNA ovomucoide. La fotogra- 
fia muestra una tecnica conocida como Northern blot, en la cual el RNA 
extraido (en este caso del micleo de celulas del oviducto de gallina) se frac- 
ciona por electroforesis en gel y se transfiere a un filtro membranal. El RNA 
inmovilizado en el filtro se incuba con un cDNA marcado con radiactividad 
(en este caso un cDNA elaborado a partir del mRNA ovomucoide) para 
producir bandas que identifiquen la position de los RNA que contienen 
la secuencia complementaria. El mRNA maduro que codifica a la proteina 
ovomucoide posee una longitud de 1100 nucleotidos y se muestra en la 
parte inferior del ensayo. Es evidente que el nucleo contiene varios RNA 
mas largos que tambien tienen la secuencia nucleotidica del mRNA ovomu¬ 
coide. El RNA mas largo en el ensayo posee una longitud de 5 450 nucleo¬ 
tidos y corresponde al tamano de la unidad de transcription ovomucoide; 
se presume que este RNA es la transcription primaria de la cual se deriva 
el mRNA. Otras bandas prominentes contienen RNA con longitudes de 
3 100 nucleotidos (que corresponden a una transcription que perdio los 
intrones 5 y 6), 2 300 nucleotidos (una transcription que perdio los intrones 
4, 5, 6 y 7) y 1 700 nucleotidos (una transcription que perdio todos los 
intrones excepto el 3). (Cortesi'a de Bert O’Malley.) 
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cribirse como “un mundo de RNA”. Solo en la ultima etapa de 
la evolucion la proteina y el DNA adquirieron las funciones 
de almacenamiento de la informacion y catalisis, respectivamen- 
te; el RNA solo conservo la funcion primaria de intermedia¬ 
ry en el flujo de informacion genetica. Muchos investigadores 
piensan que el splicing representa un ejemplo de un legado de un 
mundo antiguo de RNA. 

Aunque la presencia de los intrones pudo anadir una carga 
adicional a las celulas debido a que debian eliminar estas secuen- 
cias interpuestas de sus transcripciones, los intrones tienen sus 
virtudes. Como se describe en el siguiente capitulo, el proce- 
samiento del RNA es uno de los pasos sometidos a regulation 
celular en la via para formar mRNA. Muchas transcripciones 
primarias pueden procesarse en dos o mas vias, de modo que la 
secuencia que actua como intron en una via se puede conver¬ 
ts en exon en una via alterna. Como resultado de este proceso, 
denominado splicing alternative>, el mismo gen puede codificar 
mas de un polipeptido. 

Tambien se descubrio que los intrones, mas que los exones, 
codifican a los snoRNA requeridos para el procesamiento de 
rRNA (pag. 442). La mayoria de estos snoRNA se halla dentro 
de los intrones de genes que codifican a los polipeptidos que 
intervienen en el ensamble de ribosomas y su funcion. Cuando 
estos genes se transcriben y los intrones se eliminan de las trans- 
cripciones primarias, mas que descartarlos, algunos de estos 
intrones se procesan en snoRNA. Se han descubierto diferen- 
tes genes en los cuales las funciones de los intrones y los exones 
son esencialmente contrarias. Estos genes se transcriben en 
los transcritos primarios cuyos intrones se procesan en snoRNA, 
en tanto que los exones se degradan sin dar lugar a un mRNA. 

Se piensa que la presencia de intrones ha tenido un gran 
efecto en la evolution biologica. Cuando se examina la secuen- 
cia aminoacidica de una proteina, se encuentra a menudo que 
contiene secciones que son homologas de diferentes partes de 
otras proteinas (veanse ejemplos en las figuras 2-36 y 7-22). Las 
proteinas de este tipo las codifican genes que son composiciones 
hechas con partes de otros genes. El movimiento de los “modu- 
los” geneticos entre genes no relacionados (un proceso conocido 
como intercambio exonico) se facilita en gran medida por la 
presencia de intrones, que semejan elementos espaciadores iner- 
tes entre los exones. Las reconfiguraciones geneticas requieren 
la rotura de las moleculas de DNA, que puede ocurrir dentro 
de los intrones sin introducir mutaciones capaces de alterar al 
organismo. Con el tiempo, los exones pueden intercambiarse de 
forma independiente por diferentes mecanismos y ello posibilita 
un numero casi infinito de combinaciones en la busqueda de 
secuencias codificantes nuevas y utiles. Como resultado de este 
intercambio de exones, la evolution no necesita ocurrir solo por 
la lenta acumulacion de mutaciones puntuales, sino que debe 
avanzar mediante “saltos cuanticos” con proteinas nuevas que 
aparecen en una sola generation. 

Creadon de nuevas ribozimas 
en el laboratorio 

En la mente de muchos biologos, el principal punto de discusion 
respecto de la posibilidad de un mundo de RNA en el cual esta 
molecula actue como un catalizador senala que hasta ahora solo 
se han encontrado unas cuantas reacciones catalizadas por los 


RNA que estan de manera natural en las celulas. Estas incluyen 
el corte y ligamiento de los enlaces fosfodiester requeridos 
para el splicing del RNA y la formation de enlaces peptidi- 
cos durante la sintesis de proteinas. ^Acaso solo estos tipos de 
reacciones son capaces de catalizar las moleculas de RNA o su 
espectro catalitico se ha restringido de modo notorio por la evo¬ 
lution a proteinas enzimaticas mas eficientes? Diferentes grupos 
de investigadores exploran el potencial catalitico del RNA por 
medio de la creation de nuevas moleculas de RNA en el labo¬ 
ratorio. A pesar de que estos experimentos nunca probaran que 
tales moleculas de RNA existieron en los organismos antiguos, 
seran una prueba del principio segun el cual dichas moleculas de 
RNA pudieron evolucionar a traves de un proceso de selection 
natural. 

En un metodo, los investigadores crean RNA cataliticos 
desde cero sin ningun diseno acerca de como podria estar cons- 
truido el RNA. Los RNA se producen permitiendo que maqui- 
nas sintetizadoras de DNA automatizadas de DNA ensamblen 
DNA con secuencias nucleotidicas aleatorias. La transcription 
de estos DNA crea una poblacion de RNA cuyas secuencias 
nucleotidicas se determinan tambien de modo aleatorio. Tras 
obtener una poblacion de RNA, los miembros individuales pue¬ 
den seleccionarse de la poblacion gracias a las propiedades par- 
ticulares que poseen. Esta conducta se describe como “evolution 
dentro del tubo de ensayo”. 

En un grupo de estudios, los investigadores seleccionaron 
de manera initial RNA que se unia a aminoacidos especificos y 
luego a una subpoblacion que debia transferir un aminoacido 
especifico al extremo 3' de un tRNA bianco. Esta es la misma 
reaction basica que efectuan las sintetasas de aminoacil-tRNA, 
que son enzimas capaces de unir los aminoacidos a los tRNA 
requeridos para la sintesis proteica (pag. 469). Se ha conjeturado 
que los aminoacidos pudieron utilizarse de manera initial como 
adjuntos (cofactores) para aumentar las reacciones cataliticas 
que llevan a cabo las ribozimas. Con el tiempo, es posible que 
las ribozimas evolucionaran y fueran capaces de unir aminoaci- 
dos especificos para formar pequenas proteinas, mas versatiles 
en la catalisis que sus RNA anteriores. Como se describe mas 
adelante en este capitulo, los ribosomas (las maquinas de ribo- 
nucleoproteinas encargadas de la sintesis de proteinas) son en 
esencia ribozimas, las cuales proveen una base importante para 
este escenario evolutivo. 

A medida que las proteinas realizaron gran parte del tra- 
bajo de la celula primitiva, el mundo del RNA se transformo 
de manera gradual en un “mundo de RNA y proteina”. En un 
punto mas tardio, es probable que el DNA remplazara al RNA 
como material genetico e impulsara las formas de vida del pre¬ 
sente “mundo de DNA-RNA-proteina”. La evolution del DNA 
pudo necesitar solo dos tipos de enzimas: una reductasa de ribo- 
nucleotido para convertir los ribonucleotidos en desoxirribonu- 
cleotidos y una transcriptasa inversa para transcribir el RNA a 
DNA. El hecho de que la catalisis de RNA no parece intervenir 
en la sintesis de DNA o la transcription apoya la idea de que el 
DNA fue el ultimo miembro de la triada DNA-RNA-proteina 
que aparecio en escena. 

En alguna parte del curso evolutivo, un codigo evolucio- 
no y permitio al material genetico codificar la secuencia de los 
aminoacidos para incorporarse en una proteina particular. La 
naturaleza de este codigo es el tema de la ultima section de este 
capitulo. 
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REVISION 


1. ^Que significa el corte de genes?, ^como fue descubierta 
la existencia del corte de genes? 

2. ^Cual es la relation entre el hnRNA y los mRNA?, 
^como se descubrio esta interrelation? 

3. ^Cuales son los pasos generales en el procesamiento de 
un pre-mRNA en un mRNA?, ^cual es la funcion de los 
snRNA y el espliceosoma? 

4. ^Cual es el significado del termino “mundo de RNA”?, 
^que tipo de evidencia sugiere su existencia? 

5. ^Cual es el significado de la frase “evolution en el tubo 
de ensayo” como se aplica a la actividad catalitica de las 
moleculas de RNA? 


11.5 RNA NO CODIFICADORES PEOUENOS _ 

YVIAS DE SILENCIAMIENTO DE RNA 

La idea de que en la regulation de la expresion geni- 
ca intervienen directamente moleculas de RNA comenzo con 
una observation intrigante. Normalmente los petalos de las 
petunias son de color purpura claro. En 1990, dos grupos de 
investigadores informaron acerca de un intento de intensificar 
el color de las flores mediante la introduction de copias extra 
de un gen que codifica una enzima productora de pigmento. 
Para sorpresa de los investigadores, la presencia de los genes 
adicionales hizo que los petalos perdieran su pigmentation en 
vez de intensificarla, como se esperaba (fig. ll-37«). Estudios 
posteriores indicaron que, bajo esas condiciones experimenta- 
les, tanto los genes agregados como sus contrapartes normales 
dentro del genoma se transcribian, pero los mRNA resultantes 
estaban un tanto degradados. Este fenomeno llego a conocerse 
como silenciamiento genico postranscripcional (PTGS, del ingles 
posttranscriptionalgene silencing). 

No fue sino hasta 1998 cuando se comprendio la base 
molecular de esta forma de silenciamiento genico. En ese ano, 
Andrew Fire del Carnegie Institute y Craig Mello de la University 
of Massachusetts realizaron un experimento con el nematodo C. 
elegans. Inyectaron a estos gusanos varios preparados distintos de 
RNA con la esperanza de detener la production de una proteina 
especifica. Uno de los preparados contenia RNA “con sentido”, 
es decir, un RNA con la secuencia del mRNA que codificaba la 
proteina de interes; otro preparado contenia RNA “antisenti- 
do”, esto es, un RNA con la secuencia complementaria a la del 
mRNA en cuestion, y un tercer preparado constaba de un RNA 
de doble cadena que contenia tanto la secuencia con sentido 
como la secuencia antisentido unidas entre si. Ninguno de los 
RNA monocatenarios tuvo mucho efecto, pero el RNA de doble 
cadena fue muy eficaz para detener la production de la pro¬ 
teina codificada. Fire y Mello describieron el fenomeno como 
interferencia de RNA (iRNA). Demostraron que los RNA 
de doble cadena (dsRNA) eran captados por las celulas, donde 
inducian una respuesta que llevaba a la destruction selectiva de 
los mRNA con la misma secuencia que los dsRNA agregados. 



(a) (c) 


FIGURA 11-37 Interferencia de RNA. a) Las petunias normalmente son 
de color purpura. Las flores de esta planta son blancas porque las celulas 
contienen un gen extra (un transgen) que codifica una enzima necesaria 
para la production de color. El gen agregado ocasiona una interferencia de 
RNA que causa la destruction especifica de mRNA transcrito tanto desde 
el transgen como de los genes de la propia planta, lo cual hace que las flores 
sean basicamente despigmentadas. b ) Un nematodo con un gen que codifica 
una proteina de fusion GFP (pag. 278) expresado de manera especifica en 
la faringe del animal, c) Este gusano se desarrollo de un progenitor con el 
mismo genotipo que el mostrado en b cuyas gonadas se habian inyectado 
con una solution del dsRNA complementario del mRNA de la proteina 
bajo estudio. La ausencia de tincion refleja la destruction del mRNA por un 
RNA de interferencia. (^,Tomada de David Baulcombe, Curr. Biol. 12: 
R82, 2002; con autorizacion de Cell Press; B , C, Copyright © 2006 
New England BioLabs; reimpresa con autorizacion.) 


Digamos por ejemplo que se desea detener la production de 
la enzima fosforilasa de glucogeno dentro de las celulas de un 
nematodo, de modo que sea posible determinar el efecto de esta 
deficiencia enzimatica en el fenotipo del gusano. Notablemente, 
este resultado puede obtenerse con solo colocar al gusano en una 
solution de dsRNA que tenga la misma secuencia que el mRNA 
bianco. Un experimento similar se muestra en la figura 11-37A, 
c. Este fenomeno es similar en el efecto, aunque muy diferente 
en el mecanismo, a la formation de los ratones geneticamente 
modificados que pierden un gen en particular que codifica una 
proteina especifica. 

El fenomeno de la interferencia de RNA mediada por 
dsRNA, un ejemplo del fenomeno mas amplio de silencia¬ 
miento de RNA, ocurre extensamente en eucariotas. Se piensa 
que el iRNA evoluciono como un tipo de “sistema inmunitario 
genetico” para proteger al organismo de la presencia de mate¬ 
rial genetico extrano o no deseado. Para ser mas especificos, es 
probable que el iRNA evolucionara como un mecanismo para 
bloquear la replication de virus o suprimir el movimiento de los 
transposones dentro del genoma, debido a que estos dos pro- 
cesos son potencialmente peligrosos y por lo general suponen 
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FIGURA 11-38 Formationy mecanismo de action de los siRNA y miRNA. 

a ) En el paso 1, la endonucleasa Dicer corta un RNA de doble cadena para 
formar un siRNA pequeno (21 a 23 nucleotidos), que tiene extremos salien- 
tes (paso 2). En el paso 3 el siRNA se relaciona con un complejo protefnico 
(RISC) y una helicasa que desenrolla las dos cadenas de RNA. En el paso 
4 el siRNA monocatenario activo, vinculado con protefnas del complejo 
RISC, se une a un mRNA bianco que tiene una secuencia complementaria. 
En el paso 5 el mRNA se corta en sitios especfficos y luego se degrada. 

b ) Los micro RNA se derivan de RNA monocatenarios precursores que con- 
tienen secuencias complementarias las cuales les permiten plegarse sobre sf 
mismos para formar un RNA de doble cadena con un asa en el extremo 
(paso a). Este seudo-dsRNA (o pri-miRNA) es escindido por un complejo 


protefnico que contiene una endonucleasa llamada Drosha para generar 
un pre-miRNA que tiene una saliente 3' en un extremo. El pre-miRNA 
es exportado al citoplasma, donde la enzima Dicer lo corta en pequenos 
miRNA duplex (paso 2) que tienen una saliente 3' en ambos extremos. 
El RNA bicatenario se vincula con un complejo protefnico similar al de 
RISC (paso 3) y una helicasa que desenrolla el RNA y lo separa en cadenas 
sencillas. Uno de estos RNA monocatenarios (el miRNA maduro) se une 
entonces a una region complementaria en un mRNA (paso 4) e inhibe la 
traduccion del mensaje (paso 5). A diferencia de los siRNA, los miRNA 
que inhiben la traduccion casi nunca son por completo complementarios 
del mRNA bianco, de aquf el asa. 


la formation de intermediaries de doble cadena de RNA. Las 
celulas pueden reconocer el dsRNA como una molecula “inde- 
seable”dado que estas estructuras no se generan por las activida- 
des geneticas normales de la celula. 

^Como puede el dsRNA dentro de una celula bloquear la 
formation de una protefna particular? La respuesta proviene de 
estudios del RNA de interferencia realizados en extractos libres 
de celulas. Los pasos incluidos en la via del iRNA se muestran 


en la figura ll-38«. Los RNA de doble cadena que inician la 
respuesta se cortan primero en pequenos fragmentos (21 a 23 
nucleotidos) de doble cadena, llamados RNA pequenos de 
interferencia (siRNA), por la action de una ribonucleasa espe- 
tifica, denominada Dicer. Las enzimas de la clase a la cual per- 
tenece Dicer generan RNA bicatenarios que tienen extremos 
3' salientes como se muestra en la figura 11-38 a. Cada siRNA 
se desenrolla en sus cadenas separadas. Una de estas (la cade- 
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na pasajera) es destruida y la otra se incorpora en un complejo 
proteinico conocido como complejo silenciador inducido por 
RNA, o RISC (del ingles RNA-induced silencing complex). El 
RISC constituye la maquinaria para que el diminuto siRNA 
monocatenario se una a un mRNA que tiene una secuencia 
complementaria. Una vez que se unen, el mRNA es escindi- 
do en un sitio especifico por una ribonucleasa, conocida como 
“rebanadora”, que es uno de los componentes del RISC. Asi, el 
siRNA actua como una guia que dirige el complejo hacia un 
RNA bianco complementario, el cual entonces es destruido por 
una proteina afin. Cada siRNA puede orquestar la destruction 
de numerosas copias de mRNA, y de esa forma bloquea la sin- 
tesis de la proteina codificada. 

Hasta el ano 2001 pudo demostrarse que la interferen- 
cia por RNA ocurria en celulas diferentes a las de mamiferos. 
Cuando se agrega un dsRNA a las celulas de mamifero que cre- 
cen en cultivo, o se inyecta de forma directa en el organismo de 
un mamifero, mas que detener la traduction de una proteina 
especifico. se inicia casi siempre una reaction global que inhibe 
la sintesis de proteina. Se piensa que este apagado global de la 
sintesis de proteinas (discutido en la section 17.1) ha evolucio- 


nado en mamiferos como forma de proteger a las celulas de la 
infection vinca. Para obtener esta respuesta global a gran escala, 
los investigadores usaron los dsRNA pequenos y encontraron 
que el tratamiento de celulas de mamifero con dsRNA de 21 
nucleotidos de longitud (es decir, equivalentes en tamano al 
siRNA producido como intermediario durante la interferencia 
de RNA en otros organismos) no activo la inhibition global de 
la sintesis de proteinas. Sin embargo, estos dsRNA fiieron capa- 
ces de iRNA, esto es, anularon la sintesis de proteinas especificas 
codificadas por un mRNA que tenia una secuencia nucleotidica 
complementaria. Las proteinas codificadas por otros mRNA 
no se afectaron. Esta tecnica se ha convertido en una estrategia 
experimental importante para descubrir mas acerca de la fun- 
cion de genes recien identificados. Es posible solo bloquear la 
actividad del gen en cuestion (mediante dsRNA para destruir 
los mRNA transcritos) y buscar cualquier alteration celular 
que resulte de la deficiencia de la proteina codificada (vease fig. 
18-50). Se han formado bibliotecas con miles de siRNA para 
su uso en experimentos encaminados a determinar las activida- 
des de muchos genes en un solo estudio. La importancia clinica 
potential de la iRNA se analiza en Perspectiva humana. 



Aplicaciones clinicas de la interferencia de RNA 


Los cientificos medicos buscan de manera constante “balas magicas”, 
compuestos terapeuticos que eliminen una enfermedad en particular 
de una manera muy especifica sin efectos colaterales toxicos. Hay que 
considerar dos tipos principales de enfermedades (infecciones viricas 
y tumoraciones) que son bianco para un nuevo tipo de “bala magica” 
molecular. Los virus son capaces de destruir una celula infectada debi- 
do a que sintetizan RNA mensajeros que codifican a proteinas viricas 
que alteran las actividades celulares. La mayoria de las celulas que se 
transforman en cancerosas contiene mutaciones en ciertos genes (11a- 
mados oncogenes), que provocan que estas celulas produzcan mRNA 
mutantes, traducidos en versiones anormales de proteinas celulares. 
Considerese que sucederia si un paciente con una de estas afecciones 
pudiera tratarse con un agente que destruyera o inhibiera los mRNA 
especificos transcritos por el genoma video o los genes mutantes del 
cancer, al mismo tiempo que se ignoraran otros mRNA de la celula. En 
los anos recientes se han desarrollado diferentes conductas que tienen 
ese objetivo en su diseno; la mas reciente toma ventaja del fenomeno 
de la interferencia de RNA. 

Como ya se menciono, las celulas de mamifero pueden someterse 
a iRNA (un proceso que lleva a la degradation de un mRNA especifi¬ 
co) tras introducir en las celulas un siRNA de doble cadena en el cual 
una de las cadenas es complementaria del mRNA bianco. Cuando las 
celulas se incuban con siRNA sintetico de 21 a 23 nucleotidos, las celu¬ 
las captan estas moleculas, las incorporan en un mRNA y son el bianco 
de un complejo de corte formado por ribonucleoproteinas (como se 
muestra en la figura ll-38a), el cual ataca al mRNA complementa¬ 
rio. De manera alternativa, el iRNA puede inducirse en las celulas de 
mamifero manipuladas por medios geneticos para portar un gen con 
repetidos invertidos. Cuando el gen se transcribe, el producto de RNA 


se pliega sobre si mismo para crear un precursor de siRNA en forma 
de tallo y burbuja (p. ej., de doble cadena), similar al que se muestra 
en la figura 11-38^, que se procesa dentro de un siRNA activo. Una 
amplia variedad de celulas en cultivo portadoras de genes causantes 
de enfermedades se ha sometido a este tipo de tecnologia de iRNA 
y los resultados son muy promisorios. Como se ha advertido ya, las 
celulas cancerosas contienen casi siempre uno o mas genes mutados 
que codifican proteinas anormales productoras del fenotipo tumoral. 
Un ejemplo es cierta clase de leucemia, secundaria a un gen conocido 
como BCR-ABL que se forma por la fusion de dos genes normales. Un 
siRNA dirigido contra el mRNA producido por los genes de fusion 
BCR-ABL ha sido capaz de convertir las celulas en un fenotipo nor¬ 
mal en cultivo. De manera similar, un siRNA contra un gen portador 
de un CAG expandido semejante al que ocasiona la enfermedad de 
Huntington (pag. 405) ha probado ser capaz de bloquear la produc¬ 
tion de la proteina anormal. La mayoria de los estudios que prueban 
el valor terapeutico del siRNA se ha enfocado en las celulas infectadas 
por virus. La administration de siRNA complementarios a secuencias 
viricas de gripe, SARS o hepatitis ha prevenido o eliminado infeccio¬ 
nes por estos virus en animales de laboratorio. 

En el caso del sida existe la esperanza de que las cepas celulares 
puedan aislarse de un paciente, transfectarse con un vector que porte el 
siRNA y sea capaz de tomar un mRNA virico como bianco y enton¬ 
ces retransfundirlas al individuo. Estas celulas tienen el potential de 
generar el siRNA mas o menos de manera continua y hacer que la 
celula y sus descendientes se tornen resistentes a la destruction del 
virus. Sin embargo, existen ciertos obstaculos para el uso de la iRNA 
en el tratamiento de las infecciones viricas. La principal caracteristica 
de la iRNA es su extraordinaria especificidad de secuencia, que puede 
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Solucion salina Fas-siRNA 



FIGURA 1 RNA de interferencia como medida terapeutica. a ) Micrografia 
de luz de una seccion tenida de un higado de raton que muestra los efec- 
tos de la hepatitis fulminante. La fibrosis ha invadido el organo. b) Seccion 
comparable de un raton tratado de forma identica al observado en a, con la 
exception de que el animal recibio inyeccion de siRNA cuyo bianco era el 
mRNA de Fas. La histologia se observa normal. (Tomada de E. Song et 
al., Nature Med. 9:349, 2003. Cortesia de Judy Lieberman; © 2003 
Macmillan Magazines Ltd.) 


ser una virtud o un problema. En fecha reciente la iRNA ha proba- 
do ser inefectiva contra virus debido a que estos patogenos tienden a 
mutar con rapidez. Las mutaciones inducen cambios en la secuencia 
del genoma y propician la production de mRNA no complementa- 
rios del siRNA terapeutico. 

Como en otros tipos de terapias genicas, un gran obstaculo para 
utilizar la iRNA en el tratamiento de la enfermedad o la infection es la 
dificultad de liberar siRNA (o los vectores que codifican a estos) para 
los tejidos afectados dentro del cuerpo. El primer intento importante 
de liberar el siRNA en un organo dentro del cuerpo (en este caso el 
higado de un raton) fue exitosa de manera extraordinaria (fig. 1). La 
hepatitis fulminante es una afeccion inflamatoria que lleva a la insufi- 


ciencia del higado en las personas que sufren diferentes enfermedades, 
entre ellas la infection por virus de la hepatitis. La hepatitis fulminante 
puede inducirse en ratones por el tratamiento con distintos agentes 
toxicos. Estudios en estos ratones indican que la muerte de las celulas 
hepaticas la activa un receptor de superficie celular conocido como Fas. 
Los ratones sometidos a inyeccion intravenosa del siRNA, que tiene 
como bianco al mRNA de Fas y lo destruye, se tornan relativamente 
resistentes al desarrollo de la hepatitis fulminante, aun si el siRNA se 
libera despues de la administration del agente toxico. Esta observation 
sugiere que la progresion de la enfermedad puede detenerse incluso 
despues de iniciado el dano hepatico. Una de las ventajas de la libera- 
cion del siRNA a traves de la corriente sanguinea (al contrario de la 
incorporation como parte de un vector de DNA) es que el efecto de 
la adicion de RNA es transitorio y solo perdura un par de semanas. 
En este caso particular esto es importante debido a que la deficien- 
cia permanente de Fas precipita graves complicaciones de la funcion 
inmunitaria. 

Se han iniciado pequenos ensayos clinicos de siRNA, pero aun 
no son evidentes los resultados. Las primeras aplicaciones terapeuticas 
de iRNA implican siRNA que pueden administrarse localmente, sin la 
necesidad de introducir los agentes en el torrente sanguineo. Por ejem- 
plo, varios pacientes que sufren degeneration macular, una enferme¬ 
dad que produce degeneration de la retina, se han tratado con siRNA 
inyectados directamente en el globo ocular. Los siRNA estan dirigidos 
contra un factor de crecimiento que estimula el desarrollo de vasos 
sanguineos perjudiciales. Se espera que sea posible tratar enfermeda¬ 
des respiratorias con la administration de siRNA antiviricos mediante 
aerosol nasal. Este metodo ha sido eficaz para prevenir infecciones en 
animales de laboratorio. De manera similar, la transmision de herpes 
genital en ratones puede evitarse en gran medida con la aplicacion 
vaginal de siRNA dirigidos contra genes del VHS-2. Quizas el mas 
significativo sea un estudio reciente dirigido contra la apolipoproteina 
B, la proteina implicada en la produccion del llamado “colesterol malo” 
(pag. 315). Una sola inyeccion de liposomas que contenian el siRNA 
contra el mRNA APOB redujo significativamente las concentraciones 
sericas de colesterol y LDL en monos de laboratorio, sin efectos secun- 
darios evidentes. Estos tipos de estudios son solo los pasos iniciales en 
un largo camino de investigation, pero contienen la promesa de que un 
dia la interferencia de RNA podra usarse como una valiosa estrategia 
terapeutica. 


MicroRNA: una red recien descubierta 
para la regulation genica 

Hacia 1993 se sabla que los embriones de C. elegans que careclan 
del gen lin-4 eran incapaces de pasar a la ultima etapa larva- 
ria. En ese ano Victor Ambros, Gary Ruvkun y sus colegas de 
la Harvard University informaron que el gen lin-4 codifica un 
RNA pequeno que es complementario a algunos segmentos en 
la region 3' no traducida de un mRNA especifico que codifi¬ 
ca la proteina LIN-14. Propusieron que, durante el desarrollo 
larvario, el RNA pequeno se une al mRNA complementario y 
bloquea la traduccion del mensaje, lo cual activa una transition a 
la siguiente etapa del desarrollo. Los mutantes incapaces de pro- 
ducir el pequeno RNA lin-4 poseen una concentration anor- 
malmente alta de la proteina LIN-14 y no pueden experimentar 
de manera normal la transition a etapas larvarias posteriores. 
Este fue el primer ejemplo claro de silenciamiento de RNA en 


la expresion genica, pero pasaron varios anos antes de que se 
valorara la importancia generalizada de estos descubrimientos. 
En el ano 2000 se encontro que uno de estos RNA pequenos del 
gusano (especies de 21 nucleotidos llamados let-7) posee un ele- 
vado grado de conservation a traves de la evolution. Por ejem¬ 
plo, los seres humanos codifican varios RNA que son identicos 
o muy parecidos a los let-7. Tal observation motivo un interes 
explosivo por estos RNA. 

En anos recientes se evidencio que las plantas y los anima¬ 
les producen cientos de pequenos RNA llamados micro-RNA 
(miRNA) que, en virtud de su tamano pequeno, habian pasado 
inadvertidos por muchas decadas. Igual que se descubrio origi- 
nalmente en nematodos, los miRNA especificos como lin-4 y 
let-7 se sintetizan solo en ciertos periodos durante el desarrollo, 
o en algunos tejidos de una planta o animal, y se piensa que 
tienen una funcion reguladora. En la figura 11-39 se muestra un 
ejemplo de expresion selectiva de miRNA especificos durante 
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miR-124a 


(a) 



miR-122 


(c) 

FIGURA 11-39 Los microRNA se sintetizan en tejidos especificos durante 
el desarrollo embrionario. Estas micrografias de embriones de peces cebra 
muestran la expresion especffica de tres nRNA diferentes cuya localization 
es indicada por la tincion azul. miR-124a se expresa especificamente en 
el sistema nervioso a , miR-206 en el musculo esqueletico b y miR-122 en 
el higado c. (Tomada de Erno Wienholds, Wigard Kloosterman, et 
al., Science 309:311, 2005, cortesia de Ronald H. A. Plasterk; © 
copyright 2005, American Association for the Advancement of 
Science.) 


el desarrollo del pez cebra. El tamano de los miRNA, que osci- 
la entre 20 y 23 nucleotidos de longitud, los coloca en el mis- 
mo intervalo de tamano de los siRNA implicados en la iRNA. 
Esta observation es mas que una coincidencia; los miRNA son 
producidos por una maquinaria de procesamiento similar a la 
que forma siRNA. Podria considerarse que miRNA y siRNA 
son “primos”, ya que ambos actuan silenciando la expresion de 
mRNA citoplasmicos. Sin embargo, existen importantes dife- 
rencias, suponiendo que nuestra comprension actual de los dos 
tipos de RNA es correcta. Un siRNA proviene del produc- 
to bicatenario de un virus o elemento transponible (o de un 
dsRNA proporcionado por un investigador) y se dirige a las mis- 
mas transcripciones de las cuales surgio. En cambio, un miRNA 
es codificado por un segmento ordinario del genoma y se dirige 
a un mRNA espedfico como parte de un programa celular nor¬ 
mal. La mayoria de los microRNA son codificados por genes 
individuales (o grupos de genes), aunque algunos provienen de 
intrones de genes que codifican proteinas. Enseguida se consi- 
deran algunas diferencias evidentes en su modo de action. 

En la figura 11-38^ se muestra la via para la sintesis de un 
miRNA. Este es sintetizado por polimerasa de RNA II como 
una transcription primaria (o pri-miRNA) con un casquete 5' 
y una cola poli(A). Esta transcription primaria es escindida den- 
tro del nucleo en un precursor bicatenario de plegamiento hacia 


atras mas pequeno (o pre-miRNA) mostrado en el paso 1 de 
la figura 11-38A El pre-miRNA es exportado al citoplasma, 
donde da origen al miRNA bicatenario pequeno. El miRNA 
es extraido del pre-miRNA por Dicer, la misma ribonucleasa 
encargada de la formation de siRNA. Como en el caso de estos 
ultimos, el miRNA bicatenario se desenrolla y una de las cade- 
nas individuales se incorpora en un complejo RISC como se 
muestra en la figura 11-38A. 

Un miRNA tipico es parcialmente complementario a una 
portion del mRNA bianco (como en la figura 11-38^) y actua 
como un inhibidor traduccional, igual que los descubiertos ori- 
ginalmente en nematodos. Sin embargo, algunos miRNA, en 
particular los hallados en plantas, dirigen la escision del RNA 
unido en vez de inhibir su traduction. Los microRNA que diri¬ 
gen la escision de mRNA tienden a ser completamente com- 
plementarios a su mRNA bianco. Una multitud de estudios 
ha enfocado la atencion en un espectro mucho mas amplio de 
funciones reguladoras de los miRNA, incluidas la supresion 
de la transcription de genes y la induction de reordenamientos 
genomicos. 

Uno de los retos en el estudio de los miRNA es la dificultad 
para identificar genes que codifican estas diminutas transcrip¬ 
ciones. De hecho, la mayoria de los posibles genes de miRNA se 
identifican inicialmente a partir de analisis por computadora de 
secuencias de DNA genomico. Estimaciones recientes sugieren 
que el ser humano podria codificar hasta mil especies distintas 
de miRNA. Alrededor de un tercio de los RNA mensajeros del 
ser humano contienen secuencias que son complementarias a 
probables miRNA, lo cual da un indicio del grado en que estos 
RNA reguladores pequenos podrian estar implicados en el con¬ 
trol de la expresion genica en organismos superiores. Ademas, 
muchos mRNA contienen secuencias que son complementarias 
a varios miRNA potenciales, lo cual sugiere que los miRNA 
podrian actuar en diversas combinaciones para la “sintonia fina” 
del nivel de expresion genica. Estas predicciones son apoyadas 
por experimentos en que se fuerza a las celulas a captar y expre- 
sar genes de miRNA especificos. Bajo estas condiciones, grandes 
cantidades de mRNA en las celulas manipuladas por ingenieria 
genetica son afectados negativamente. Cuando en estas celulas 
se introducen diferentes genes de miRNA, distintos grupos de 
mRNA se regulan a la baja, lo cual indica que el efecto es espe- 
cifico de la secuencia. 

Se ha propuesto que los microRNA participan en muchos 
procesos, incluida la formation de patrones en el sistema nervio¬ 
so, el control de la proliferation y la muerte celular, la diferencia- 
cion de diversos tipos celulares y el desarrollo de hojas y flores 
en plantas. En la section 16.3 se exploran las funciones de los 
miRNA en el desarrollo del cancer. Se sabe que los miRNA son 
necesarios para el desarrollo temprano de los mamiferos, porque 
los embriones de raton que carecen de proteinas procesadoras 
de miRNA, como Dicer, mueren en etapas embrionarias tem- 
pranas. La diseccion de las funciones de miRNA individuales 
durante el desarrollo y la homeostasis histica de los mamiferos 
promete ser un campo central de investigation en la siguiente 
decada. 

Otros RNA no codificadores A medida que el campo de la 
biologia celular y molecular ha madurado, se ha reconocido de 
modo gradual la notable diversidad funcional y estructural de las 
moleculas de RNA. En los ultimos decenios se han descubierto 
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varios tipos nuevos de RNA, como se describio en las paginas 
previas. Pero nada prepare a los investigadores para la cascada 
de descubrimientos recientes, que sugieren que mas de 50% del 
genoma murino o humano se transcribe normalmente, mucho 
mas de lo que habria podido esperarse con base en el numero de 
secuencias de DNA significativas que se piensa estan presentes. 
De hecho, la mayoria de las secuencias incluidas entre este DNA 
transcrito suelen considerarse “basura”, inclusive grandes canti- 
dades de elementos transponibles que constituyen una fraction 
considerable de los genomas de mamifero (pag. 414). Algunos 
estudios hacen surgir la interrogante de si existe alguna diferen- 
cia basica entre un gen y una region intergenica; informan que la 
transcription puede comenzar en todo tipo de sitios inesperados 
del genoma o que la transcription puede avanzar continuamente 
de un gen al siguiente. Otros estudios revelan que las celulas a 
menudo transcriben ambas cadenas de un elemento de DNA, 
produciendo tanto RNA con sentido como RNA antisentido. 
Algunos de estos RNA antisentido pueden estar implicados en 
procesos de silenciamiento genico como se ilustra en la figura 
12-17, pero al parecer la transcription de RNA antisentido esta 
mas difundida de lo que podria explicar el conocimiento actual. 
Entonces, ^por que una celula transcribe estos tipos de secuen- 
cias de DNA? Se desconoce la respuesta a esta interrogante 
basica. Segun un punto de vista, gran parte de esta transcription 
es simplemente el “ruido de fondo” que acompana al complejo 
proceso de la expresion genica. Conforme a otro punto de vista 
opuesto, gran parte del RNA no codificador ( ncRNA ) que se 
produce participa en diversas actividades reguladoras que toda- 
via no se identifican. Independientemente de la explication real, 
un punto es claro: hay mucho que no se comprende acerca del 
cometido de los RNA en las celulas eucarioticas. 


REVISION 


1. <;Que son los siRNA y los miRNA?, ^como se forma 
cada uno en la celula?, ^cuales son sus funciones presu- 
mibles? 


11.6 :ODIFICACIQN _ 

DE LA INFORMACION GENETICA 

Una vez que la estructura del DNA se revelo en 1953, 
resulto evidente que la secuencia de nucleotidos en el DNA de 
un gen especificaba la secuencia aminoatidica en un polipeptido. 
Parecia improbable que el DNA sirviera como un molde fisico 
directo para el ensamble de una proteina. De hecho, se asumio 
que la information almacenada en la secuencia nucleotidica 
estaba presente en algun tipo de codigo genetico. Con el des- 
cubrimiento del RNA mensajero como intermediario en el flujo 
de information del DNA a una proteina, la atencion se enfoco 
en la manera en la cual una secuencia escrita en un ribonucleo- 
tido “alfabeto” podia codificar a una secuencia en un “alfabeto” 
integrado por aminoacidos. 


Las propiedades del codigo genetico 

El fisico George Gamow presento uno de los primeros mode- 
los del codigo genetico cuando propuso que tres nucleotidos 
secuenciales codificaban cada aminoacido en un polipeptido. 
En otros terminos, las palabras del codigo, o codones, para 
los aminoacidos eran tripletes de nucleotidos. Gamow llego a 
esta conclusion con un poco de logica. El razono que al menos 
se requertan tres nucleotidos para cada codon unico. Considerese 
el numero de palabras que puede articularse con un alfabeto que 
contiene cuatro letras correspondientes a las cuatro bases posi- 
bles que pueden estar presentes en un sitio en particular en el 
DNA (o mRNA). Hay cuatro posibles palabras de una letra, 16 
(4 2 ) posibles palabras de dos letras y 64 (4 3 ) palabras posibles 
de tres letras. Debido a que existen 20 diferentes aminoacidos 
(palabras) que deben codificarse, los codones deben contener al 
menos tres nucleotidos sucesivos (letras). Francis Crick, Sydney 
Brenner y sus colegas de la Cambridge University verificaron con 
rapidez la naturaleza de los tripletes del codigo en diferentes 
experimentos geneticos. 6 

Ademas de proponer que el codigo era un triplete, Gamow 
sugirio que estaba superpuesto. Aunque esta suposicion era inco- 
rrecta, propicio una importante pregunta concerniente al codigo 
genetico. Considerese la siguiente secuencia de nucleotidos: 


—AGCAUCGCAUCGA— 


Si el codigo estuviera superpuesto, entonces el ribosoma deberia 
mover a lo largo del mRNA un nucleotido a la vez y reconocer 
un nuevo codon con cada movimiento. En la secuencia prece- 
dente, AGC debe codificar un aminoacido, GCA el proximo 
aminoacido, CAU el proximo y asi en adelante. En cambio, si 
el codigo i 2 o estuviera superpuesto, cada nucleotido a lo largo 
del mRNA deberia ser parte de un codon, y solo de uno. En la 
secuencia precedente, AGC, AUC y GCA deberian codificar a 
aminoacidos sucesivos. 

Una conclusion de la naturaleza superpuesta o no del codi¬ 
go genetico se infirio a partir de estudios de proteinas mutan- 
tes, como la hemoglobina mutante causante de la anemia de 
celulas falciformes. En esta anormalidad, como en otros casos 
estudiados, se encontro que la proteina mutante contenia una 
sustitucion de un solo aminoacido. Si el codigo esta superpues¬ 
to, un cambio de un par de bases en el DNA deberia afectar 
a tres codones consecutivos (fig. 11-40) y, de esta forma, tres 
aminoacidos consecutivos en el polipeptido correspondiente. 
Sin embargo, si el codigo no esta superpuesto y cada nucleotido 
es parte solo de un codon, seria esperable el remplazo de un solo 
aminoacido. Este y otros datos indicaron que el codigo no esta 
superpuesto. 

Debido a que un codigo basado en tripletes puede codi¬ 
ficar a 64 diferentes aminoacidos, y a que en realidad existen 
solo 20 aminoacidos para codificarse, surgio la pregunta sobre la 


6 Quien desee leer un breve artlculo que expresa con entusiasmo la fuerza inductiva 
y elegancia de los estudios seminales en genetica molecular, puede encontrar estos 
experimentos en el codigo genetico en la revista Nature 192:1227,1961. 
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Secuencia de bases 

Codones 


Secuencia original 

Codigo superpuesto 

Codigo no superpuesto 

.. . AGCATCG . .. 

.... AGC, GCA, CAT, ATC, TCG, . . . 

. . AGC, ATC,... 

Secuencia despues de 
la sustitucion de una 

Codigo superpuesto 

Codigo no superpuesto 

sola base 

.... AGA, GAA, AAT, ATC, TCG, . . . 

. . ., AGA, ATC, . . . 

. ..AGAATCG . .. 


FIGURA 11-40 Diferencias entre un codigo genetico superpuesto y uno no una sola sustitucion de bases depende de si el codigo esta superpuesto o no. 

superpuesto. El efecto en el contenido de la informacion de un mRNA por Los codones afectados estan subrayados en rojo. 


funcion de los 44 tripletes adicionales. Si cualesquiera o todos 
los otros 44 tripletes codifican aminoacidos, entonces mas de 
un codon codifica a algunos de los aminoacidos. Un codigo 
de este tipo se dice que es degenerado. Como se descubrio, el 
codigo es muy degenerado, en casi todos los 64 codones posibles 
que codifican a aminoacidos. Se trata de los que no tienen una 
funcion especial de “puntuacion” (tres de los 64), se reconocen 
por el ribosoma como codones de termination y detienen la lec- 
tura del mensaje. 

Francis Crick predijo de manera original la degeneration 
del codigo en una teoria al considerar el gran espectro de la com¬ 
position de bases entre DNA de varias bacterias. Por ejemplo, se 
encontro que el contenido de G + C puede tener los limites de 
20 a 74% del genoma, aunque la composition de aminoacidos 
de las proteinas de estos organismos mostro poca variation. Esto 
sugiere que los mismos aminoacidos los codificaron diferentes 
secuencias de bases, lo cual llevo a suponer que el codigo era 
degenerado. 

La identification de los codones En 1961 ya se conotian 
las propiedades generales del codigo, pero aun no se descubria 
alguna codification especifica asignada a los tripletes. En aquel 
tiempo, casi todos los genetistas pensaban que debian transcurrir 
cinco a 10 anos antes de descifrar todo el codigo. Pero Marshall 
Nirenberg y Heinrich Matthaei desarrollaron una tecnica para 
sintetizar sus propios mensajes geneticos artificiales y luego 
determinar que tipo de proteina codificaban. El primer mensaje 
sometido a prueba fue un polirribonucleotido compuesto exclu- 
sivamente de uridina; el mensaje se denomino poly(U). Cuando 
se anadio poly(U) al tubo de ensayo que contenia un extracto 
bacteriano con los 20 aminoacidos y los materiales necesarios 
para las sintesis de proteinas (ribosomas y varios factores solu¬ 
bles), el sistema siguio las instrucciones del mensajero artificial 
y elaboro un polipeptido. Al analizar el polipeptido ensamblado 
se observo que era una polifenilalanina, un polimero del amino¬ 
acido fenilalanina. Asi Nirenberg y Matthaei habian demostra- 
do que el codon UUU codificaba a la fenilalanina. 

En los siguientes cuatro anos, varios laboratories se unieron 
en la busqueda y se elaboraron mRNA sinteticos para probar 
las codificaciones de aminoacidos de los 64 codones posibles. 
El resultado fue la carta decodificadora universal para el codigo 
genetico mostrada en la figura 11-41. La carta lista la secuencia 


nucleotidica para cada uno de los 64 posibles codones en un 
mRNA. Las instrucciones para leer la carta se encuentran en el 
pie de la figura. 

Las asignaciones de los codones suministradas en la figu¬ 
ra 11-41 son “en esencia” universales, esto es, estan presentes 
en todos los organismos vivos. Las primeras excepciones a la 
universalidad del codigo genetico se identificaron en los codo¬ 
nes de los mRNA mitocondriales. Por ejemplo, en la mitocon- 
dria humana, UGA se lee como triptofano mas que codon de 
detention, AUA como metionina mas que isoleucina y AGA y 
AGG como codones de detention mas que arginina. En fecha 
reciente se han hallado excepciones en los codones del DNA 
nuclear de los protistas y hongos. Con tales discrepancias, las 
similitudes entre los codigos geneticos son mas importantes que 
sus diferencias y es evidente que las derivaciones menores han 
evolucionado como cambios secundarios del codigo genetico 
estandar mostrado en la figura 11-41. En otras palabras, todos 
los organismos presentes en la Tierra muestran hoy dia un ori- 
gen evolutivo comun. 

El examen de la carta de codones de la figura 11-41 indi- 
ca que la asignacion de los aminoacidos no es aleatoria. Si se 
revisan las cajas de codones para un aminoacido espetifico, 
se advierte que tienden a agruparse dentro una portion par¬ 
ticular de la carta. La formation de grupos refleja la similitud en 
los codones que codifican al mismo aminoacido. Como resulta¬ 
do de esta similitud en la secuencia de codones, las mutaciones 
espontaneas que causan cambios de una sola base en un gen no 
generan a menudo un cambio en la secuencia aminoacidica de la 
proteina correspondiente. Un cambio en la secuencia de nucleo- 
tidos que no afecta la secuencia de aminoacidos se denomina 
sinonimo, mientras que un cambio que causa una sustitucion 
de aminoacidos es no sinonimo. En virtud de que los cambios 
sinonimos no suelen alterar el fenotipo de un organismo, no 
sufren selection natural positiva ni negativa. Este no es el caso 
para los cambios no sinonimos, que es probable que alteren el 
fenotipo de un organismo y estan sujetos a selection natural. 
Ahora que se han secuenciado los genomas de organismos rela- 
cionados, como chimpance y ser humano, es posible observar 
directamente las secuencias de genes homologos y ver cuantos 
cambios son sinonimos o no sinonimos. Tal vez los genes que 
poseen un exceso de sustituciones no sinonimas en sus regiones 
codificadoras hayan sido influidos por selection natural (vease la 
nota al pie de la pagina 416). 
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FIGURA 11-41 El codigo genetico. Esta carta universal de codificacion lista 
cada uno de los 64 codones de mRNA posibles y el aminoacido correspon- 
diente especificado por ese codon. Para usar la carta y traducir el codon 
UGC, por ejemplo, se debe encontrar la primera letra (U) en la fila indicada 
a la izquierda. Se sigue la fila de la derecha hasta encontrar la segunda letra 
(G) senalada en la parte superior; despues se encuentra el aminoacido que 
coincide con la tercera letra (C) en la fila a la derecha. UGC codifica la 
insercion de cistefna. Cada aminoacido (excepto dos) posee dos o mas codo¬ 
nes que ordenan su insercion, lo cual hace al codigo genetico degenerado. 
Un aminoacido particular tiende a ser codificado por codones relacionados. 


Esta caracterfstica reduce la probabilidad de que las sustituciones de bases 
resulten en cambios de la secuencia aminoacfdica de una protefna. Los ami¬ 
noacidos con propiedades similares tambien tienden a estar agrupados. Los 
aminoacidos con cadenas laterales acidas se muestran en rojo, aquellos con 
cadenas laterales basicas en azul, los que tienen cadenas laterales polares sin 
carga en verde y aquellos con cadenas laterales hidrofobas en cafe. Como se 
discute en la siguiente seccion, la decodificacion en la celula la llevan a cabo 
los tRNA, algunos de los cuales se ilustran de forma esquematica en el lado 
derecho de la figura. 


El hecho de que con frecuencia el mismo aminoacido es 
codificado por codones similares impide que muchas mutaciones 
tengan un impacto negativo en el organismo. Esta caracteristica 
del codigo probablemente surgio en una etapa muy temprana 
de la historia de la vida como resultado directo de la selection 
natural. El aspecto de “margen de seguridad” del codigo va mas 
alia de su degeneration. Las asignaciones de codones son tales 
que los aminoacidos similares tienden a ser especificados por 
codones semejantes. Por ejemplo,los codones de diferentes ami¬ 
noacidos hidrofobos (mostrados en cuadros cafes en la figura 
11-41) se agrupan en las primeras dos columnas de la carta. Por 
consecuencia, una mutation que resulte en una sustitucion de 
base en uno de estos codones sustituye casi siempre un residuo 
hidrofobico por otro. Ademas, las semejanzas principales entre 


aminoacidos y codones relacionados aparecen en los primeros 
dos nucleotidos del triplete, en tanto que la mayor variabili- 
dad ocurre en el tercer nucleotido. Por ejemplo, a la glicina la 
codifican cuatro codones, todos los cuales comienzan con los 
nucleotidos GG. Una explication de este fenomeno se analiza 
en la siguiente section en la que se describe la funcion del RNA 
de transferencia. 


REVISION 


1. Explique que significa la expresion “el codigo genetico 
es un triplete y no esta superpuesto”, ^que sugiere el 
dato de que la composition de bases del DNA varia 
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en gran medida entre diferentes organismos en relation 
con el codigo genetico?, ^como se establecio la identi- 
dad del codon UUU? 

2. Diferencie los efectos de una sustitucion de base en el 
DNA en un codigo no superpuesto y uno superpuesto. 

3. Distinga entre un cambio de base sinonimo y otro no 
sinonimo. 


11.7 DECODIFICACION DE LOS CODONES: LA 
FUNCION DE LOS RNA DE TRANSFERENCIA 

Los acidos nucleicos y las proteinas son semejantes a 
dos lenguajes escritos con diferentes tipos de letras. Esta es la 
razon por la cual la slntesis de protelna se refiere como traduc¬ 
tion. La traduction requiere que la information codificada en 
la secuencia nucleotidica de un mRNA se decodifique y utili- 
ce para dirigir el ensamble secuencial de aminoacidos en una 
cadena polipeptidica. Los RNA de transferencia, que actuan 
como adaptadores, llevan a cabo la decodificacion de la infor¬ 
mation de un mRNA. Por un lado, cada tRNA se une a un 


aminoacido espetifico (como un aa-tRNA) y, por otro, el mismo 
tRNA puede reconocer un codon en particular en el mRNA. La 
interaction entre codones sucesivos en el mRNA y el aa-tRNA 
espetifico lleva a la slntesis de un polipeptido con una secuencia 
ordenada de aminoacidos. Para entender como sucede esto, pri- 
mero se considera la estructura del tRNA. 

La estructura de los tRNA 

En 1965, luego de siete anos de trabajo, Robert Holley de la 
Cornell University publico la primera secuencia de bases de una 
molecula de RNA, la del RNA de transferencia de la levadura 
que porta al aminoacido alanina (fig. \\-A2a). Este tRNA se 
compone de 77 nucleotidos, 10 de los cuales son modificaciones 
de cuatro nucleotidos estandar de RNA (A, G, C, U), como lo 
indica la section sombreada de la figura. 

En los anos siguientes se purificaron y secuenciaron otras 
especies de tRNA y se observaron similitudes en los diferentes 
tRNA (fig. \\-A2b). Todas estas moleculas constan del mismo 
numero de nucleotidos, entre 73 y 93, y tienen un porcentaje 
significativo de bases raras que al parecer son el resultado de 
modificaciones enzimaticas de una de las cuatro bases estan¬ 
dar despues de incorporarse a la cadena de RNA de una manera 
postranscripcional. Ademas, todos los tRNA poseen secuencias 
de nucleotidos en un segmento de la molecula que son com- 
plementarias de secuencias localizadas en otras partes de la 
molecula. A causa de estas secuencias complementarias, todos 
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FIGURA 11-42 Estructura bidimensional de los RNA de transferencia. a) 

Secuencia nucleotidica de un tRNA^ 3 de levadura en forma de trebol. El 
aminoacido se une al extremo 3' del tRNA, mientras que el extremo opues- 
to porta el anticodon, en este caso IGC. La funcion del anticodon se discute 
mas tarde. Aparte de las cuatro bases, A, U, G y C, este tRNA contiene V|/, 
seudouridina; T, ribotimidina; ml, metilinosina; I, inosina; me 2 G, dimetil- 
guanosina; D, dihidrouridina; meG, metilguanosina. Los sitios de las 10 


bases modificadas en este tRNA se indican con el sombreado a color, b ) 
Representacion general del tRNA en forma de trebol. Las bases comunes 
a todos los tRNA (en procariotas y eucariotas) se indican con las siguien¬ 
tes letras: R es una purina invariable, Y una pirimidina invariable y \|/ una 
seudouridina invariable. La variabilidad mayor entre los tRNA ocurre en el 
brazo V (variable), que oscila entre cuatro y 21 nucleotidos. Hay dos sitios 
de menor variabilidad a lo largo del brazo D. 
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los tRNA tienen la posibilidad de plegarse de manera parecida 
para formar una estructura que semeja una hoja de trebol. En 
la figura 11-42 se muestran los tallos con pares de bases y asas 
no pareadas de las hojas del trebol del tRNA. Las bases raras, 
que se encuentran en las asas, actuan para interrumpir la forma- 
cion de puentes de hidrogeno en estas regiones y tambien sirven 
como sitios de reconocimiento para diferentes proteinas.Todos 
los tRNA maduros tienen la secuencia de tripletas CCA en su 
extremo 3'. Estos tres nucleotidos pueden ser codificados en el 
gen de tRNA (en muchos procariotas) o agregarse enzimatica- 
mente (en eucariotas). En el segundo caso, una enzima con una 
sola funcion agrega los tres nucleotidos en el orden apropiado 
sin el beneficio de una plantilla de DNA o RNA. 

Hasta este punto solo se ha considerado la estructura 
secundaria o bidimensional de estas moleculas adaptadoras. Los 
RNA de transferencia pueden plegarse para formar una estruc¬ 
tura terciaria unica y definida. El analisis de difraccion de rayos 
X muestra que los tRNA se integran con dos helices dobles dis- 
puestas en forma de L (fig. 11-43/6). Las bases observadas en los 
sitios comparables en toda molecula de tRNA (bases invariables 
de la figura 11-426) tienen importancia particular para formar 
la estructura terciaria comun en forma de L. La forma comun 
de los tRNA reflejan el hecho de que todos deben tomar parte 
en la misma serie de reacciones entre la sintesis de proteina. Sin 
embargo, cada tRNA posee caracteristicas unicas que lo distin- 
guen de otros tRNA. Como se menciona en la siguiente seccion, 


son estas propiedades las que hacen posible que un aminoacido 
se fije de manera enzimatica al tRNA apropiado (conocido). 

Los RNA de transferencia traducen una secuencia de codo- 
nes de mRNA en una secuencia de residuos aminoacidicos. La 
informacion contenida en el mRNA se decodifica a traves de la 
formacion de pares de bases entre secuencias complementarias 
en los RNA de transferencia y mensajero (vease fig. 11-50). Asi, 
como en otros procesos en que intervienen acidos nucleicos, la 
complementariedad entre pares de bases es el fundamento del 
proceso de traduccion. La parte del tRNA que participa en esta 
interaction espetifica con el codon del mRNA es un tramo de 
tres nucleotidos secuenciales, denominado anticodon, que se 
localiza en el asa media de la molecula de tRNA (fig. ll-43«). 
Dicha asa se compone invariablemente de siete nucleotidos y 
los tres mediales forman un anticodon. El anticodon se situa en 
un extremo de la molecula de tRNA en forma de L opuesto al 
extremo al cual se une el aminoacido (fig. 11-436). 

Puesto que son 61 codones diferentes los que pueden espe- 
cificar a un aminoacido, seria de esperar que una celula tuviera 
cuando menos 61 distintos tRNA, cada uno con un anticodon 
diferente complementario de uno de los codones de la figura 
11-41. Pero hay que recordar que las similitudes mas notorias 
entre codones que codifican el mismo aminoacido ocurren en 
los primeros dos nucleotidos del triplete, en tanto que la mayor 
variabilidad de estos mismos codones se observa en el tercer 
nucleotido del triplete. Considerense los 16 codones que termi- 
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FIGURA 11-43 Estructura de un tRNA. a) Estructura bidimensional de un 
fenilalanil-tRNA de levadura con las diferentes regiones de la molecula en 
codigo de color para correlacionar con el dibujo de la parte b. b) Estructura 
tridimensional de un tRNA Fen derivado de la cristalografia de rayos X. El 


brazo aceptor amino (AA) y el brazo T\j/C (T) forman una doble helice 
continua y el brazo del anticodon (AC) y el brazo D crean una doble 
helice parcialmente continua. Estas dos columnas de helices forman una 
molecula semejante a una L. ( B , cortesia de Mike Carson.) 
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FIGURA 11-44 Elbamboleo en la interaction entre codones yanticodones. 

En algunos casos, el nucleotido en el extremo 5' terminal del tRNA anti¬ 
codon es capaz de aparearse con mas de un nucleotido en el extremo 3' 


(tercera posicion) del codon de mRNA. En consccucncia, mas de un codon 
puede usar el mismo tRNA. Las reglas para el apareamiento en el esquema 
del bamboleo se indican en la figura y el texto. 


nan en U. En cada caso, si la U cambia a C, se codifica el mis¬ 
mo aminoacido (primeras dos lineas de cada cuadro en la figura 
11-41). De modo similar, en la mayoria de los casos, un cambio 
entre una A y una G en el tercer sitio tampoco tiene efecto en la 
determination del aminoacido. La posibilidad de intercambiar 
la base de la tercera position llevo a Francis Crick a proponer 
que el mismo RNA de transferencia podia reconocer mas de 
un codon. Su propuesta, llamada hipotesis del bamboleo , sugeria 
que el requerimiento esterico entre el anticodon del tRNA y 
el codon del mRNA podia ser muy estricto para las primeras 
dos posiciones y quiza mas flexible en la tercera position; esto 
permitia a dos codones que codifican el mismo aminoacido, y 
que solo difieren en la tercera position, emplear el mismo tRNA 
en la sintesis de proteinas. Una vez mas, la hipotesis de Crick 
resulto correcta. 

Las reglas que dominan la inestabilidad en la tercera posi¬ 
tion del codon son las siguientes (fig. 11-44): la U del antico¬ 
don puede formar par con A o G del mRNA; la G del anticodon 
puede formar par con U o C del mRNA, y la I (inosina, derivada 
de la guanina en la molecula del tRNA original) del anticodon 
puede formar par con U, C o A del mRNA. Como resultado 
del bamboleo, los seis codones para leucina, por ejemplo, solo 
requieren tres tRNA. 

Activation de aminoacidos Durante la sintesis de polipepti- 
dos es muy importante que cada molecula de RNA de transferen¬ 
cia se una al aminoacido correcto (conocido). Los aminoacidos 
se unen mediante enlaces covalentes a los extremos 3' de su 
tRNA conocido por action de una enzima llamada sintetasa de 
aminoacil-tRNA (aaRS) (fig. 11-45). Aunque existen muchas 
excepciones, los organismos tipicamente contienen 20 sintetasas 
de aminoacil-tRNA, una para cada uno de los 20 aminoacidos 
que se incorporan a las proteinas. Cada una de las sintetasas es 
capaz de “cargar” todos los tRNA apropiados para ese amino¬ 
acido (es decir, cualquier tRNA cuyos anticodones reconozcan 
los diferentes codones especificos para ese aminoacido, como se 
indica en la figura 11-41). Las sintetasas de aminoacil-tRNA 
son excelente ejemplo de la especificidad de las interacciones 
proteina-acido nucleico. Deben existir ciertas caracteristicas 
comunes entre todas las especies de tRNA que codifican a un 
aminoacido determinado para permitir a una sintetasa de ami¬ 
noacil-tRNA reconocer todos estos tRNA y al mismo tiempo 
discriminar todos los tRNA para otros aminoacidos. La infor¬ 
mation relacionada con las propiedades estructurales de los 
tRNA, gracias a la cual estos pueden seleccionarse o rechazarse 
como sustratos, proviene de las siguientes dos fuentes: 


1. Determination de la estructura tridimensional de estas enzi- 
mas por medio de cristalografia de rayos X, lo que posibilita 
a los investigadores identificar que sitios en el tRNA hacen 
contacto directo con la proteina. Como lo ilustra la figura 
11-45, los dos extremos del tRNA (el brazo aceptor y el anti¬ 
codon) son importantes para el reconocimiento de la mayo¬ 
ria de estas enzimas. 

2. La determination de los cambios en un tRNA que dan lugar 
a que una sintetasa desconocida aminoacile a la molecula. 
Por ejemplo, se ha encontrado que un par de bases especifico 
en el tRNA^ (el par de bases G-U incluye al tercer G del 
extremo 5' de la molecula en la figura W-Ma) es el que deter- 
mina, de manera primaria, su interaction con la sintetasa de 
alanil-tRNA. La insertion de este par de bases especifico en 
el tallo aceptor de un tRNA Fe o un tRNA Cls es suficiente 
para hacer que la sintetasa de alanil-tRNA reconozca a estos 
tRNA y se aminoacilen con alanina. 



FIGURA 11-45 Esquema tridimensional de la interaccion entre un tRNA 
y su aminoacil-tRNA sintetasa. La estructura cristalina de la sintetasa de 
glutaminil-tRNA de E. coli (en azul) forma un complejo con el tRNA Gln 
(se indica en rojo y amarillo). La enzima reconoce este tRNA especifico y 
discrimina otros a traves de la interaccion con el brazo aceptor y el antico¬ 
don del tRNA. (Tomada de Thomas A. Steitz, Science vol. 246, por- 

TADA DEL 12/1/89; © AMERICAN ASSOCIATION FOR THE ADVANCEMENT 
of Science.) 
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Las sintetasas de aminoacil-tRNA llevan a cabo las siguien- 
tes reacciones en dos pasos: 

Primer paso: ATP + aminoacido —> aminoacil-AMP + PP ; 
Segundo paso: aminoacil-AMP + tRNA 

—> aminoacil-tRNA + AMP 

En el primer paso, la energia del ATP activa al aminoacido por 
la formation de un aminoacido adenilado, el cual se une a la 
enzima. Este es el paso primario del requerimiento de energia 
de la reaction quimica que lleva a la sintesis del polipeptido. Los 
acontecimientos subsecuentes, como la transferencia de ami¬ 
noacido a la molecula de tRNA (paso 2,vease antes) y al final el 
crecimiento de la cadena del polipeptido, son favorables desde 
el punto de vista termodinamico. El PP j producido en la pri- 
mera reaction se hidroliza a continuation para formar P ; , lo que 
fuerza aun mas la reaction total hacia la formation de productos 
(pag. 433). Como se observa mas adelante, la energia se expande 
durante la sintesis de proteina, pero no se utiliza en la formation 
de enlaces peptidicos. En el segundo paso, la enzima transfiere 
su aminoacido unido al extremo 3' de un tRNA conocido. ^Que 
pasaria si la sintetasa coloca un aminoacido inapropiado en un 
tRNA, se activa un mecanismo de lectura y correction de la 
enzima y se elimina la union entre el aminoacido y el tRNA? 7 


REVISION 


1. ^Por que se dice de los tRNA que son moleculas adap- 
tadoras?, ^que aspectos de la estructura de los tRNA 
tienen en comun? 

2. Describa la naturaleza de las interacciones entre los 
tRNA y las sintetasas de aminoacil-tRNA y el tipo de 
interaction entre tRNA y mRNA. ^Cual es la hipotesis 
del bamboleo? 


11.8 fRADUCCION _ 

DE LA INFORMACION GENETICA 

La sintesis o traduction de proteinas es la actividad sin- 
tetica mas compleja en una celula. El ensamblado de una proteina 
requiere todos los diferentes tRNA con sus aminoacidos unidos, 
ribosomas, un RNA mensajero, algunas proteinas con funciones 
distintas, cationes y GTP (trifosfato de guanosina). La comple- 
jidad no es sorprendente si se considera que la sintesis de protei¬ 
na necesita la incorporation de 20 diferentes aminoacidos en la 
secuencia precisa dirigida por un mensaje codificado en un len- 
guaje que emplea diversos elementos. En la description siguiente 
se analizan sobre todo los mecanismos de traduction que operan 


7 No todas las sintetasas de aa-tRNA poseen este tipo de mecanismo de lectura y 
correccion. Algunas remueven un aminoacido incorrecto tras hidrolizar la union 
aminoacil-AMP seguida del primer paso de reaction. Los dos aminoacidos mas 
difkiles de distinguir son la valina y la isoleucina, que difieren por un solo grupo 
metileno (fig. 2-26). La sintetasa de isoleucil-tRNA emplea los dos tipos de meca¬ 
nismos de lectura y correccion que aseguran una aminoacilacion correcta. 


en las celulas bacterianas, que son mas simples y mejor conocidos. 
El proceso es muy similar en las celulas eucariotas. 

La sintesis de una cadena polipeptidica puede dividirse en 
tres actividades distintas: inicio de la cadena, elongation de la 
cadena y termination de la cadena. A continuation se describe 
cada una de estas actividades. 

Inicio 

Una vez que se une a un mRNA, el ribosoma siempre se mue- 
ve a lo largo del mRNA de un codon al proximo, esto es, en 
bloques consecutivos de tres nucleotidos. Para asegurar que los 
tripletes se lean, el ribosoma se une al mRNA en un sitio preciso 
denominado codon de inicio, el cual se codifica como AUG. La 
union a este codon pone al ribosoma de manera automatica en 
el marco de lectura de tal modo que el ribosoma lee el mensaje 
entero, de manera correcta, desde este punto de initio. Por ejem- 
plo, en el caso siguiente, 

—CUAGUUACAUGCUCCAGUCCGU— 

el ribosoma se mueve del codon de initio, AUG, a los proximos 
tres nucleotidos, CUC, y asi de forma sucesiva a lo largo de toda 
la secuencia. 

En la figura 11-46 se ilustran los pasos basicos del initio de 
la traduction en las celulas procariotas. 

Paso 1: traslado de la subunidad ribosomal pequena al 
codon de inicio Como se advierte en la figura 11-46, un 
mRNA no se une a un ribosoma intacto, sino a las subunidades 
pequena y grande en estadios separados. El primer gran paso de 
initio es la union de la subunidad ribosomal pequena a la pri- 
mera secuencia AUG (o una de las primeras) en el mensaje, que 
sirve como el codon de inicio. 8 ^De que manera la subunidad 
pequena selecciona el codon initial AUG a medida que se opo- 
ne a uno interno? Los mRNA bacterianos poseen una secuencia 
especifica de nucleotidos (secuencia Shine-Dalgarno, nombrada 
asi por sus descubridores) que se localiza cinco a 10 nucleo¬ 
tidos antes del codon de initio. La secuencia Shine-Dalgarno 
es complementaria de una secuencia de nucleotidos proxima al 
extremo 3' del RNA ribosomal 16S de la subunidad ribosomal 
pequena. 

rRNA —ACCUCCGUUA 3' 
mRNA - GGAGGA- 5' 

La interaction entre estas secuencias complementarias en el 
mRNA y el rRNA lleva a la union de la subunidad 30S al codon 
de initio AUG. 

Para el initio se requieren factores de initio Varios de los pasos 
que se describen en la figura 11-46 requieren la ayuda de pro¬ 
teinas solubles, los denominados factores de inicio (designados 
como IF en procariotas y elF en eucariotas). Las celulas bac¬ 
terianas necesitan tres factores de initio (IF1, IF2 e IF3), los 


8 GUG tambien es capaz de servir como un codon de inicio y se encuentra en una 
cantidad muy pequena de mensajes naturales. Cuando se utiliza GUG, la A-formil- 
metionina no deja de usarse para formar el complejo de inicio a pesar del hecho de 
que los codones GUG internos codifican a la valina. 
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FIGURA 11-46 Inicio de la sintesis de proteinas en bacterias. En el paso 1, 
el inicio de la traduccion comienza con la vinculacion de la subunidad ribo- 
somal 30S con el mRNA en el codon de inicio AUG, un paso que requiere 
IF1 e IF3. La subunidad ribosomal 30S se une al mRNA en el codon de 
inicio AUG como resultado de una inter accion entre una secuencia nucleo- 
tidica complementaria en el rRNA y mRNA, como se discute en el texto. 
En el paso 2, la formilmetionil-tRNA^ 61 se relaciona con el mRNA y el 
complejo de la subunidad ribosomal 30S mediante el enlace a IF2-GTR En 
el paso 3, la subunidad 50S se une al complejo, el GTP se hidroliza y el IF2- 
GDP se libera. El tRNA iniciador entra al sitio P del ribosoma, mientras 
que todos los tRNA subsecuentes ingresan al sitio A (vease fig. 11-49). 


cuales se unen a la subunidad 30S (paso 1, fig. 11-46). El IF2 es 
una proteina que une GTP requerido para la union del primer 
aminoacil-tRNA. El IF3 puede prevenir que la subunidad gran¬ 
de (50S) se una en forma prematura a la subunidad pequena 30S 
y tambien facilita la entrada del aa-tRNA inicial. El IF1 facilita 
la union de la subunidad 30S al mRNA y puede prevenir que el 
aa-tRNA entre a un sitio erroneo en el ribosoma. 

Paso 2: traslado del primer aa-tRNA al ribosoma Si se 
examinan las asignaciones de codones (fig. 11-41), se puede 
observar que AUG codifica no tan solo al codon de inicio; es el 
unico codon que codifica a la metionina. En realidad, la metio- 
nina siempre es el primer aminoacido que se incorpora en el 
extremo aminoterminal de la cadena naciente del polipeptido. 
(En procariotas, la metionina inicial porta un grupo formilo, que 
la convierte en IV-formilmetionina.) En muchos casos, la metio¬ 
nina (o V-formilmetionina) se elimina con posterioridad por 
medio de una enzima. Las celulas poseen dos metionil-tRNA: 
uno se utiliza en el inicio de la sintesis de proteina y otro dife- 
rente para incorporar residuos de metionilo en el interior del 
polipeptido. El aa-tRNA iniciador entra en el sitio P del ribo¬ 
soma (que se discute mas adelante) donde se une a los codones 
AUG del mRNA y el factor de inicio IF2 (paso 2, fig. 11-46). 
IF1 e IF3 se liberan. 

Paso 3: ensamblado del complejo de inicio completo Una 
vez que el tRNA iniciador se une al codon AUG y el IF3 se des- 
plaza, la subunidad grande se une al complejo y el GTP unido a 
IF2 se hidroliza (paso 3, fig. 11-46). Es probable que la hidrolisis 
de GTP genere un cambio conformacional en el ribosoma nece- 
sario para la liberacion de IF2-GDP. 

Inicio de la traduccion en eucariotas Las celulas eucariotas 
requieren por lo menos 12 factores de inicio que incluyen un 
total de mas de 25 cadenas polipeptidicas. Como se indica en 
la figura 11-47, varios de estos elF (p. ej., elFl, elFlA, eIF5 y 
eIF3) se unen a la subunidad 40S, que prepara a la subunidad 
para su union con el mRNA. El tRNA iniciador unido a una 
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FIGURA 11-47 Inicio de la sintesis de proteinas en eucariotas. Como se 
senala en el texto, el inicio comienza con la union de dos complejos, uno 
(llamado complejo 43 S) contiene la subunidad ribosomal 40S unida a varios 
factores de inicio (elF) y el tRNA iniciador, mientras que el otro posee 
el mRNA unido a un grupo separado de factores de inicio. Esta union es 
mediada por una interaccion entre eIF3 en el complejo de 43S y eIF4G 
en el complejo del mRNA. Una vez que el complejo de 43 S se ha unido al 
extremo 5' del mRNA, recorre el mensaje hasta alcanzar el codon de inicio 
apropiado AUG. 
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metionina tambien se une a una subunidad 40S antes de su in¬ 
teraction con el mRNA. El tRNA iniciador entra en el sitio P 
de la subunidad en asociacion con eIF2-GTP. Una vez que estos 
sucesos se llevan a cabo, la subunidad ribosomal pequena con 
sus factores de initio relacionados y el tRNA (que juntos inte- 
gran un complejo de preinicio 43 S) esta listo para encontrar el 
extremo 5' del mRNA, que tiene el casquete de metilguanosina 
(pag. 452). 

A1 principio, el complejo 43 S se desplaza hacia el mRNA 
con la ayuda de un grupo de factores de initio que ya se encuen- 
tran unidos al mRNA (fig. 11-47). Entre estos factores figuran 
los siguientes: a) el eIF4E se une al casquete 5' del mRNA de 
eucariotas; b) el eIF4A se moviliza a lo largo del extremo 5' del 
mensaje y remueve cualquier region de doble cadena que podria 
interferir con el movimiento del complejo 43 S a lo largo del 
mRNA, y c) el eIF4G sirve como un puente entre el extremo 
5' con el casquete y el extremo 3' poliadenilado del mRNA (fig. 
11-47). De esta forma, el eIF4G convierte un mRNA lineal en 
un mensaje circular. 

Una vez que el 43S se une al extremo 5' del mRNA, el com¬ 
plejo recorre el mensaje hasta alcanzar una secuencia nucleo- 
tidica que reconoce (en general el 5'—CCACCAUGC—3') 
que contiene el codon de initio AUG. Luego que el complejo 
43S alcanza al codon apropiado AUG, eIF2-GTP se hidroliza, 
eIF2-GDP (y otros elF asociados) se eliminan y la subunidad 
grande (60S) se une al complejo para completar el initio. 9 

La funcion del ribosoma Tras alcanzar el punto en el cual 
se ha ensamblado por completo un ribosoma, es posible ver de 
manera mas detallada la estructura y funcion de esta estructura 
de multiples subunidades. Los ribosomas son maquinas mole- 
culares, similares en algunos aspectos a los motores moleculares 
descritos en el capitulo 9. Durante la traduction, un ribosoma 
sufre un ciclo repetitivo de cambios mecanicos que se realizan 
con la liberation de energia por la hidrolisis de GTP A dife- 
rencia de la miosina o la cinesina, las cuales de forma simple 
se mueven a lo largo de una estructura fisica, los ribosomas se 
desplazan a lo largo de una cinta de mRNA (que contiene la 
information codificada). En otras palabras, los ribosomas son 
maquinas programables\ la information almacenada en los 
mRNA determina la secuencia de los aminoacil-tRNA que el 
ribosoma acepta durante la traduction. Otra caracteristica que 
distingue a los ribosomas de muchas otras maquinas celulares es 
la importancia de los RNA que lo componen. Los RNA riboso- 
males ejercen funciones esenciales en la selection de los tRNA 
y aseguran una traduction precisa al unir factores proteicos y 
polimerizar aminoacidos (se discute en la section Vias experi- 
mentales al final del capitulo). 

En anos pasados progreso mucho la comprension de la 
estructura de los ribosomas bacterianos. Los estudios iniciales 
que emplearon la microscopia crioelectronica de alta resolution 
(section 18.8) revelaron que el ribosoma tenia una estructura 


9 No todos los mRNA se traducen a partir de la union de la subunidad ribosomal 
pequena en el extremo 5' del mensaje. Muchos mRNA videos y un pequeno nume- 
ro de mRNA celulares, casi siempre utilizados durante la mitosis o los periodos 
de estres, se traducen como efecto de la union del ribosoma al mRNA en un sitio 
ribosomico interno de entrada {IRES), el cual puede localizarse a cierta distancia del 
extremo 5' del mensaje. 


muy irregular con lobulos, protuberancias, canales y puentes 
(vease fig. 2-55). Estos estudios tambien arrojaron information 
sobre los principales cambios conformacionales que ocurren en 
las subunidades pequena y grande durante la traduction. En la 
decada de 1990 se realizaron grandes avances en la cristalizacion 
de ribosomas y al final del decenio ya habia aparecido el primer 
informe de cristalografia de rayos X de la estructura de los ribo¬ 
somas bacterianos. Las figuras 11-48a y b muestran la estructu¬ 
ra de dos subunidades ribosomicas de un ribosoma procariota 
segun lo define la cristalografia de rayos X. 

Cada ribosoma tiene tres sitios para la vinculacion con 
moleculas de RNA de transferencia. Estos sitios, denominados 
sitio A (aminoacilo), sitio P (peptidilo) y sitio E (de salida), 
reciben cada tRNA en pasos sucesivos del ciclo de elongation, 
como se describe en la siguiente section. Las posiciones del 
tRNA unido a los sitios A, P y E de las subunidades pequena y 
grande de los ribosomas se muestran en la figura ll-48zz, b. Los 
tRNA se unen dentro de estos sitios y abarcan el espacio entre 
las dos unidades ribosomicas (fig. ll-48r). Los extremos de los 
anticodones de los tRNA unidos hacen contacto con la subuni¬ 
dad pequena, la cual tiene una funcion importante al decodificar 
la information contenida en el RNA mensajero. En cambio, los 
extremos que unen a los aminoacidos del tRNA contactan a la 
subunidad grande, que posee una funcion relevante al catalizar 
la formation del enlace peptidico. Otras caracteristicas reve- 
ladas por estudios estructurales de alta resolution incluyen las 
siguientes: 

1. La interfase entre las subunidades grande y pequena forma 
una cavidad relativamente espaciosa (fig. ll-48r) ocupada 
casi de modo exclusivo por RNA. La cadena lateral de la 
subunidad pequena que limita a esta cavidad se extiende a 
lo largo de una helice continua de doble cadena de RNA. 
Esta helice aparece sombreada en la estructura bidimensio- 
nal del rRNA 16S en la figura 11-3. Las superficies de las 
dos subunidades que se limitan la una a la otra contienen 
los sitios de union para el mRNA y el tRNA que entra y son 
de importancia clave para la funcion del ribosoma. El heebo de 
que estas superficies se integren en su mayor parte con RNA 
apoya la propuesta de que los ribosomas primigenios estaban 
formados casi de forma exclusiva por RNA (pag. 458). 

2. El sitio activo, donde se unen de modo covalente los amino¬ 
acidos, tambien se conforma con RNA. Esta portion cataliti- 
ca de la subunidad grande reside en una cavidad profunda, la 
cual protege al enlace peptidico recien formado de la hidroli¬ 
sis por el solvente acuoso. 

3. El RNA mensajero se halla en un canal estrecho que rodea el 
cuello de la subunidad pequena y pasa a traves de los sitios A, 
P y E. Antes de ingresar en el sitio A, el mRNA es despojado 
de cualquier estructura secundaria que pudiera tener activi- 
dad por una helicasa ribosomica recien descubierta. 

4. Un tunel se proyecta a traves del nucleo de la subunidad 
grande desde el sitio activo. Dicho tunel provee una via de 
paso para la translocation del polipeptido durante la elonga¬ 
tion a traves del ribosoma (fig. ll-48r). 

5. La mayoria de las proteinas de las subunidades ribosomales 
tiene multiples sitios de union a RNA y se ubica en posicio- 
nes ideales para estabilizar la estructura terciaria del comple¬ 
jo del rRNA. 
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FIGURA 11-48 Modelo de un ribosoma bacteriano basado en datos de cris- 
talografia de rayos X que muestra los tRNA unidos a los sitios A, P y E de 
las dos subunidades ribosomales. a-b ) Vista de las subunidades 30S y 50S, 
respectivamente, con los tres tRNA unidos mostrados en la interfaz entre 
las subunidades. ay b\ representaciones que corresponden a las estructuras 
que aparecen en las partes ay b. El dibujo en a' de la subunidad 30S ilustra 
las localizaciones aproximadas de los anticodones de los tres tRNA y sus 
interacciones con los codones complementarios del mRNA. El dibujo en 
b' de la subunidad 50S muestra los sitios del tRNA en direccion inversa. 
El aceptor terminal de aminoacidos de los tRNA de los sitios A y P estan 
muy proximos en el sitio del peptidilo de transferencia de la subunidad, en 
donde ocurre la formacion del enlace peptfdico. Los sitios de union para los 
factores de elongacion EF-Tu y EF-G se hallan en la protuberancia hacia 
el lado derecho de la subunidad. c ) Dibujo del ribosoma procariota 70S que 
senala el espacio entre las dos subunidades ocupado por cada molecula de 
tRNA y el canal dentro de la subunidad 50S a traves de la cual el polipep- 
tido recien formado sale del ribosoma. ( A y B , tomada de Jamie H. Cate 
et al., cortesia de Harry F. Noller, Science 285:2100,1999; A, A y 
C, tomadas de A. Liljas, Science 285:2078, 1999; © 1999 American 
Association for the Advancement of Science.) 


Elongacion 

En la figura 11-49 se ilustran los pasos basicos del proceso de 
elongacion de la traduccion en procariotas. 

Paso 1: seleccion del aminoacil-tRNA Con el tRNA ini- 
ciador cargado y en posicion dentro del sitio P, el ribosoma que- 
da disponible para la entrada de un segundo aminoacil-tRNA 
en el sitio A vacante, lo cual representa el primer paso de la 
elongacion (paso 1, fig. 11-49 a). Antes de que el segundo ami¬ 
noacil-tRNA se una de manera eficiente al mRNA expuesto 
en el sitio A, debe combinarse con un factor de elongacion de 
proteina unido a GTP. Este factor de elongacion particular se 
conoce como EF-Tu (o Tu) en procariotas y eEFla en euca- 
riotas. El EF-Tu se requiere para liberar los aminoacil-tRNA 
hacia el sitio A del ribosoma. Aunque cualquier complejo ami¬ 
noacil-tRNA—Tu-GTP puede ingresar al sitio, solo el que tie- 
ne el anticodon complementario del codon del mRNA alojado 
en el sitio A activara los cambios conformacionales necesarios 
dentro del ribosoma que hacen que el tRNA permanezca unido 
al mRNA en el centra de decodificacion. Una vez que el ami¬ 
noacil-tRNA—Tu-GTP correcto se une al codon del mRNA, 
el GTP se hidroliza y el complejo Tu-GDP se libera, con lo 
cual se abandona el aa-tRNA unido al sitio A del ribosoma. La 
regeneration de Tu-GTP a partir del Tu-GDP liberado requiere 
otro factor de elongacion, el EF-Ts. 

Paso 2: formacion del enlace peptfdico Al final del pri¬ 
mer paso, los dos aminoacidos, unidos a sus tRNA separados, se 
yuxtaponen en una posicion en la que pueden reaccionar entre 
si (fig. 11-48 a, b’). El segundo paso en el ciclo de elongacion es 
la formacion de un enlace peptidico entre estos dos aminoacidos 
(paso 2, fig. \ \-A9a). La formacion del enlace peptidico se reali- 
za cuando el grupo amino del aa-tRNA en el sitio A reacciona 
con el grupo carbonilo del aminoacido unido al tRNA del sitio 
P, con lo que se desplaza el tRNA del sitio P (fig. \\-A9b). Como 
resultado de esta reaccion, el tRNA unido al segundo codon en 
el sitio A tiene un dipeptido unido y asi el tRNA en el sitio P 
se desacila. La formacion del enlace peptidico ocurre de manera 
espontanea sin la utilization de energia externa. La transferasa 
de peptidilo, un componente de la subunidad grande ribosomal, 
cataliza la reaccion. Durante anos se asumio que la transferasa 
de peptidilo era una de las proteinas del ribosoma. Sin embar¬ 
go, conforme resulto evidente la potencia catalitica del RNA, 
la atencion se volvio al RNA ribosomal como catalizador para 
formacion de enlaces peptidicos. En la actualidad se ha demos- 
trado que la actividad de la transferasa de peptidilo reside en la 
molecula ribosomal grande de RNA de la subunidad ribosomal 
grande (vease la fotografia en la pagina inicial de este capitulo). 
En otras palabras, la transferasa de peptidilo es una ribozima 
(se describe en la section Vias experimentales al final del capi¬ 
tulo). 

Paso 3: translocation La formacion del primer enlace pep¬ 
tidico deja un extremo de la molecula de tRNA del sitio A 
todavia fijado a su codon complementario sobre el mRNA y el 
otro extremo de la molecula fijado a un dipeptido (paso 2, fig. 
ll-49a). El tRNA del sitio P queda entonces desprovisto del 
aminoacido. El siguiente paso, conocido como translocation, 
se caracteriza por cambios notorios en la posicion entre las dos 
subunidades del ribosoma. Como resultado, el ribosoma se mue- 
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Liberacion del tRNA desacilado 




FIGURA 11-49 Pasos en la elongation del polipeptido recien for- 
niado durante la traduction en las bacterias. a) En el paso 1, un 
aminoacil-tRNA cuyo anticodon es complementario del segundo codon 
del mRNA entra al espacio vacio A del ribosoma. La union del tRNA se 
acompana de la liberacion de EF-Tu-GDP. En el paso 2, la formation del 
enlace peptfdico se acompana de la transferencia de la cadena polipeptfdica 
naciente desde el tRNA en el sitio P hacia el amino-acil-tRNA en el sitio 
A, con lo cual se forma un dipeptidil-tRNA en el sitio A y un tRNA de¬ 
sacilado en el sitio P. La reaction la cataliza en parte el rRNA que actua 
como ribozima. En el paso 3, la union de EF-G y la hidrolisis de su GTP 
adjunto resultan en la translocation del ribosoma sobre el RNA mensajero. 
La translocation opera junto con el movimiento del tRNA desacilado y la 
peptidil-tRNA en los sitios E y P, respectivamente. En el paso 4, el tRNA 
desacilado deja el ribosoma y un nuevo aminoacil-tRNA entra al sitio A. 
b ) Formation del enlace peptfdico y el desplazamiento posterior del tRNA 
desacilado. 


ve tres nucleotidos (un codon) a lo largo del mRNA en direction 
5' —> 3' (paso 3, fig. ll-49«). La translocation se acompana por 
el movimiento del dipeptido con tRNA del sitio A al sitio P del 
ribosoma, todavia enlazado mediante un puente de hidrogeno al 
segundo codon del mRNA, y el movimiento del tRNA desaci¬ 
lado del sitio P al sitio E. Al parecer, la translocation se lleva a 
cabo por cambios conformacionales en otro factor de elongation 
(EF-G en procariotas y eEF2 en eucariotas) tras la hidrolisis de 
su GTP relacionado. 

Paso 4: liberation del tRNA desacilado En el paso final 
(paso 4, fig. 11-49(2), el tRNA desacilado abandona al ribosoma 
y queda vacio el sitio E. 

Por cada ciclo de elongation, por lo menos dos moleculas 
de GTP se hidrolizan: una durante la selection del aminoacil- 
tRNA y una durante la translocation. Cada ciclo de elongation 
toma alrededor de la veinteava parte de un segundo, la mayor 
parte de ese lapso tal vez perdido en buscar los aa-tRNA del 
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citosol circundante. Una vez que el peptidil-tRNA se ha movi- 
do del sitio P por translocation, el sitio A esta de nueva cuen- 
ta disponible para la entrada de otro aminoacil-tRNA, en este 
caso uno con un anticodon complementario del tercer codon 
(paso 4, fig. ll-49a). Cuando el tercer tRNA cargado se vincula 
con el mRNA en el sitio A, el dipeptido del tRNA del sitio P 
se transfiere al aa-tRNA del sitio A y forma el segundo enlace 
peptidico y, en consecuencia, un tripeptido fijado al tRNA del 
sitio A. Ei tRNA del sitio P otra vez se encuentra desprovisto 
del aminoacido. 

A la formation de enlaces peptidicos le sigue la translo¬ 
cacion del ribosoma al cuarto codon y la expulsion del tRNA 
desacilado y el ciclo esta listo para comenzar otra vez. 

Se ha visto en esta section como el ribosoma se mueve 
tres nucleotidos (un codon) a la vez a lo largo del mRNA. La 
secuencia particular de codones en el mRNA que utiliza un 
ribosoma (p. ej., el marco de lectura) se fija en el momento en 
que el ribosoma se une al codon de initio al comienzo de la tra¬ 
duction. Algunas de las mutaciones mas deletereas son aquellas 
en las que un solo par de bases se agrega o se elimina del DNA. 
Considerese el efecto de la adicion de un solo nucleotido a la 
siguiente secuencia: 

— AUG CUC CAG UCC GU -» 

— AUG CUC GCA GUC CGU — 

El ribosoma se mueve a lo largo del mRNA en un marco de 
lectura incorrecto desde el punto de la mutation a traves del 
resto de la secuencia codificante. Las mutaciones de este tipo 
se conocen como mutaciones de marco de lectura equivocado. 
Tales mutaciones codifican una secuencia del todo anormal de 
aminoacidos desde el punto donde ocurrio la mutation. Puede 
observarse que, despues de mas de dos decadas en las cuales 
se asumio que el ribosoma siempre se mueve de un triplete al 
proximo, se descubrieron varios ejemplos en los que los mRNA 
contenian una serial de recodificacion que daba lugar a que el 
ribosoma cambiara su marco de lectura, ya sea al retrasar un 
nucleotido (un regreso a -1 en la lectura) o saltar un nucleotido 
(un avance a +1 en el marco de lectura). 

Una gran cantidad de antibioticos ejerce su efecto al inter- 
ferir con diferentes aspectos de la sintesis de proteinas en celu- 
las bacterianas. Por ejemplo, la estreptomicina actua por medio 
de la union selectiva a la subunidad ribosomal pequena de las 
bacterias y provoca que ciertos codones del mRNA se lean 
de manera erronea, de tal modo que se incrementa la sintesis de 
proteinas aberrantes. Debido a que el antibiotico no se une a 
los ribosomas eucariotas, carece de efecto en la traduction en 
el mRNA de la celula hospedadora. La resistencia por parte de 
la bacteria a la estreptomicina puede estudiarse al observar los 
cambios de las proteinas ribosomales, en particular S12. 

Termination 

Como se muestra en la figura 11-41, tres de los 64 codones 
trinucleotidicos funcionan como codones de termination que 
concluyen el ensamblado del polipeptido en lugar de codificar 
un aminoacido. No existen tRNA cuyos anticodones sean com- 
plementarios de los codones de detention. 10 Cuando el riboso¬ 
ma alcanza uno de estos codones, UAA, UAG o UGA, la serial 


interpretada es la de detener todo el alargamiento adicional y 
liberar al polipeptido relacionado hacia el ultimo tRNA. 

La termination requiere factores de liberation. Las bacterias 
tienen tres de ellos: RF1, que reconoce los codones de termi¬ 
nation UAA y UAG; el RF2, para los codones de termination 
UAA y UGA, y el factor RF3, que no reconoce los codones 
especificos pero que incrementa la actividad de otros factores. 
Las celulas eucariotas poseen dos factores de liberation, eRFl 
y eRF3, que trabajan de forma conjunta y reconocen todos los 
codones de termination. Los factores de liberation que recono¬ 
cen codones (RF1, RF2 y eRFl) entran en el sitio A del ribo¬ 
soma. Un tripeptido conservado en un extremo de los factores 
de liberation interactua al parecer de modo directo con el 
codon de termination en el sitio A, como lo haria el antico¬ 
don de la molecula de tRNA con un codon de sentido en ese 
sitio. Entonces se hidroliza el enlace ester que une a la cadena del 
polipeptido naciente con el tRNA y el polipeptido completo se 
libera. Como sucede con los factores de initio y elongation, uno 
de estos factores liberadores (RF3 o eRF3) es una proteina G 
que une GTR El papel preciso de esta proteina es poco claro. 
Una vez que se completa la termination, el ribosoma se disocia 
de sus subunidades grande y pequena y se prepara para iniciar 
otro ciclo de traduction. 

Vigilancia del mRNA: no se permiten 
codones sin sentido 

Debido a que los tres codones de termination pueden formarse 
por cambios de una sola base de muchos otros codones (vea- 
se fig. 11-41), cabe esperar mutaciones que produzcan codones 
de detention dentro de la secuencia codificante de un gen. Las 
mutaciones de este tipo, denominadas mutaciones de sentido 
equivocado, se han estudiado por decadas y a ellas se atribuye 
cerca de 30% de las alteraciones hereditarias en seres humanos. 
Los codones de termination prematura, como tambien se les 
llama, son asimismo introducidos comunmente en los mRNA 
durante el empalme. Las celulas poseen un mecanismo de vigi- 
lancia del mRNA capaz de detectar mensajes con codones de 
termination prematuros. En la mayoria de los casos, los mRNA 
que contienen tales mutaciones se traducen solo una vez antes 
de destruirse de manera selectiva por un proceso llamado decai- 
miento mediado por mutation de sentido equivocado (NMD). 


10 Existen excepciones menores a este enunciado. Se ha senalado en el capitulo que 
los codones determinan la incorporation de 20 diferentes aminoacidos. En el esta- 
do actual de los hechos, hay un aminoacido 21, el denominado selenocisteina, que 
se incorpora dentro de un pequeno numero de polipeptidos. La selenocisteina es 
un aminoacido raro que contiene al metal selenio. Por ejemplo, en mamiferos esto 
ocurre en una docena de proteinas. La selenocisteina tiene su propio tRNA, llamado 
tRNA Sec , pero no posee su propia sintetasa de aa-tRNA. Este tRNA en particular 
lo reconoce la sintetasa de seril-tRNA, la cual se une a una serina en el extremo 3' 
del tRNA Sec . Despues de la union, la serina se altera de manera enzimatica y crea 
una selenocisteina. A esta la codifica el codon UGA, que es uno de los tres codones 
de terminacion. En la mayoria de las circunstancias, el UGA se interpreta como 
una serial de terminacion. Sin embargo, en unos cuantos casos al UGA le sigue una 
region de plegamiento en el mRNA que se une a un factor de elongation especial 
que da lugar a que el ribosoma sea capaz de reclutar un tRNA Sec en el sitio A 
mas que un factor de terminacion. Un vigesimo segundo aminoacido, pirrolisina, es 
codificado por otro codon de terminacion (UAG) en el codigo genetico de algunas 
arqueas. La pirrolisina tiene sus propios tRNA y sintetasa de aa-tRNA. 
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El sistema NMD protege a la celula de la production de protei- 
nas cortas no funcionales. 

^Como puede una celula distinguir entre un codon de ter¬ 
mination legitimo que se supone termina la traduccion de un 
mensaje y un codon de termination prematura? Para resolver 
este acertijo, deben recordarse los sucesos que ocurren durante el 
procesamiento del pre-mRNA en las celulas de los mamiferos. 
No se menciono antes, pero cuando un espliceosoma remueve un 
intron, un complejo de proteinas se deposita en el transcrito 20 
a 24 nucleotidos corriente arriba de la union exon-exon recien 
formada. Este conglomerado de proteinas se conoce como com¬ 
plejo de union exonico (EJC, del ingles exon-junction complex ), 
el cual permanece unido al mRNA hasta que este se traduce 
(vease fig. 12-8). Se piensa que cuando un mRNA sufre su ciclo 
initial de traduction, los EJC son desplazados por el avance en 
el ribosoma. Considerese lo que pasaria durante la traduction 
de un mRNA que tuviera un codon de termination prematura. 
El ribosoma se detendria en el sitio de la mutation y entonces 
se disociaria, dejando cualesquiera EJC que estuviera unido al 
mRNA corriente abajo del sitio de la termination prematura. 
Por tanto, la presencia de uno o mas EJC en un mRNA tradu- 
cido sirve como una “marca” indeleble que identifica al mRNA 
como una transcription defectuosa. Esto pone en marcha una 
serie de sucesos que llevan a la destruction enzimatica del men¬ 
saje anormal. 

El NMD es mejor conocido por su cometido en la eli¬ 
mination de mRNA transcrito desde genes mutantes, como 



(b) 


FIGURA 11-50 Polirribosomas. a ) Dibujo esquematico de un polirribosoma 
(polisoma). b ) Micrografia electronica del borde exterior de una cisterna del 
ER rugoso. Los ribosomas estan alineados en asas y espirales, lo que indica 
su fijacion a las moleculas del mRNA para formar polisomas. c) Micrografia 
electronica de polisomas con sombreado metalico aislados a partir de reti- 
culocitos que sintetizan hemoglobina. La mayoria de estos polisomas tiene 
entre cuatro y seis ribosomas. ( B , cortesia de E. Yamada; C, cortesia de 
Alexander Rich.) 


los responsables de la fibrosis quistica o la distrofia muscular. 
Varias empresas de biotecnologia estan desarrollando farmacos 
que interfieren la action del NMD y permiten que mRNA con 
codones sin sentido sean traducidos en proteinas. En la actua- 
lidad, pacientes con fibrosis quistica y con distrofia muscular 
reciben tales farmacos en ensayos clinicos. Aunque la proteina 
codificada por el gen mutante sera anormalmente corta, es posi- 
ble que aun asi tenga suficiente actividad residual para rescatar al 
paciente de una enfermedad que es letal en caso contrario. 

El NMD sirve como otro recordatorio de la naturale- 
za oportunista de la evolution biologica. Como la evolution 
ha “tornado ventaja” de la presencia de intrones para facilitar 
el intercambio de exones (pag. 458), tambien se ha utilizado el 
proceso por el cual estos insertos geneticos se remueven para 
establecer un mecanismo de control de calidad, el cual asegura 
que solo el mRNA integro avance a un estado en el que puede 
traducirse. 

Polirrihosomas 

Cuando un RNA mensajero sometido a traduction se examina 
por medio de microscopia electronica, se observa que diferentes 
ribosomas estan unidos a lo largo de la cadena del mRNA. Este 
complejo ribosomal unido al mRNA se conoce como polirri¬ 
bosoma o polisoma (fig. ll-50a). De manera initial, cada uno 
de los ribosomas se ensambla a partir de sus subunidades en 
el codon de initio y luego se desplaza hacia el extremo 3' del 



(c) 
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FIGURA 11-51 Visualization de la transcription y la traduction. a ) Micro- 
graffa electronica de partes de un cromosoma de E. coli que participa en la 
transcripcion. El DNA se observa en la forma de lineas muy tenues que 
discurren a lo largo de la foto, en tanto que las cadenas del mRNA nacien- 
te se observan fijadas a uno de sus extremos, al parecer por una molecula 
de polimerasa de RNA. Las particulas relacionadas con los RNA nacien- 
tes son ribosomas en el momento de la traduccion; en bacterias, la trans¬ 
cripcion y la traduccion ocurren de manera simultanea. Las moleculas de 
RNA aumentan de longitud conforme crece la distancia al sitio de inicio. 


b ) Micrografia electronica de un polirribosoma aislado de celulas de glan- 
dula de gusano de seda que producen gran cantidad de la proteina fibrosa 
de la seda. Esta proteina es lo suficientemente grande para ser visible en 
la micrograffa (las flechas apuntan a las cadenas de los polipeptidos emer- 
gentes). (A , reimpresa con la autorizacion de Oscar L. Miller, Jr., 
Barbara A. Hamkalo y C. A. Thomas, Science 169:392,1970; © 1970, 
American Association for the Advancement of Science; B , corte- 
sia de Steven L. McKnight y Oscar L. Miller, Jr.) 


mRNA hasta alcanzar un codon de termination. Tan pronto 
como cada ribosoma se moviliza una distancia suficiente a lo 
largo del mensaje a partir del codon de inicio, otro ribosoma 
se fija al mRNA y comienza su actividad de traduccion. La 
rapidez con que ocurre el inicio de la traduccion varia con el 
mRNA que se estudie; algunos mRNA tienen mucha mayor 
densidad de ribosomas relacionados que otros. La traduccion 
simultanea del mismo mRNA por medio de un gran numero 
de ribosomas incrementa en grado notorio la tasa de sintesis de 
proteinas dentro de la celula. Las figuras 11-50$ y c muestran los 
polisomas eucariotas como se ven bajo microscopia electronica. 
La micrografia en la figura 11-50A revela los polisomas unidos 
a la superficie citosolica de la membrana reticuloendoplasmica 
que intervienen en la sintesis de proteinas membranales y de 
organelos (pag. 286). Los polisomas que se observan en la figura 
ll-S0r estan fibres en el citosol de un reticulocito donde sinteti- 
zan la proteina soluble hemoglobina. 

Ahora que se han descrito los sucesos basicos de la traduc¬ 
cion es necesario cerrar el capitulo con imagenes del proceso 


tomadas de una celula procariota (fig. 11-Sla) y otra eucariota 
(fig. 11-51A). A diferencia de las celulas eucariotas, en las que 
la transcripcion tiene lugar en el nucleo y la traduccion en el 
citoplasma con la participation de diferentes pasos, las activi- 
dades correspondientes en celulas de procariotas estan estrecha- 
mente acopladas. La sintesis de proteina en celulas bacterianas 
comienza en moldes de mRNA antes de que la sintesis de este 
mRNA concluya. La sintesis de un mRNA procede en la misma 
direction conforme el movimiento de la traduccion del mensaje 
de los ribosomas, esto es, avanza del extremo 5' al 3' terminal. 
En consecuencia, tan pronto como una molecula de RNA ha 
comenzado a sintetizarse, el extremo 5' terminal esta disponi- 
ble para la union de los ribosomas. La micrografia de la figura 
11-51 a muestra un DNA sometido a transcripcion, los mRNA 
nacientes bajo sintesis y los ribosomas que traducen a cada uno 
de los mRNA en formation. Las cadenas de proteinas sinteti- 
zadas no se observan en la micrografia de la figura 11-5 la, pero 
si en la micrografia de la figura 11-51$, que muestra un solo 
polirribosoma aislado de una celula glandular de un gusano de 
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seda. La proteina de seda sometida a smtesis es visible debido 
a su gran tamano y naturaleza fibrosa. El desarrollo de tecni- 
cas para visualizar la transcription y traduction, obra de Oscar 
Miller, Jr., ha posibilitado una demostracion visual del proceso 
cuya sinopsis se expreso en terminos bioquimicos. 


REVISION 


1. Describa algunos de los mecanismos en los cuales 
el paso de inicio de la traduction difiere en relation a 
los pasos de su elongation. 


2. ^De que manera el efecto de una mutation de sentido 
equivocado difiere de la mutation de marco de lectura?, 
^por que? 

3. ^Que es un polirribosoma?, ^como difiere su formation 
en procariotas y eucariotas? 

4. Durante la elongation de la traduction, se puede afir- 
mar que un aminoacil-tRNA entra en el sitio A, un 
peptidil-tRNA en el sitio P y un tRNA desacilado en el 
sitio E. Explique como ocurre cada uno de estos suce- 
sos. 


V I A S EXPERIMENTALES 


La funcion del RNA en la catalisis 



La investigation en bioquimica y biologia molecular durante el dece- 
nio de 1970 consolido los conocimientos acerca de la funcion de las 
proteinas y acidos nucleicos. Las proteinas son los agentes que activan 
los procesos de la celula y las enzimas las que aceleran la velocidad de 
las reacciones quimicas dentro de los organismos. Por otra parte, los 
acidos nucleicos constituyen las moleculas encargadas de la informa¬ 
tion en la celula y almacenan instrucciones geneticas en sus secuencias 
nucleotidicas. La division del trabajo entre proteinas y acidos nucleicos 
parecia bien definida como cualquier distincion establecida en las cien- 
cias biologicas. Entonces, en 1981, se publico un trabajo que comenzo 
a diluir esta distincion. 1 

Thomas Cech y sus colaboradores de la University of Colorado 
habian estudiado el proceso mediante el cual el precursor del RNA 
ribosomal sintetizado por el protozoario ciliado Tetrahymena thermo- 
phila se convertia en moleculas de rRNA maduro. El pre-rRNA de T. 
thermophila contiene un intron de casi 400 nucleotidos seleccionados 
de la transcripcion primaria antes de unirse a los segmentos que deben 
ligarse. 

Con anterioridad, Cech habia observado que los nucleos aislados 
de las celulas podian sintetizar el precursor pre-rRNA y efectuar la 
reaction de splicing en su totalidad. Todavia no se aislaban enzimas de 
splicing de ningun tipo celular y Tetrahymena podia ser un buen sistema 
para estudiar dichas enzimas. El primer paso fue aislar el precursor 
pre-rRNA en un estado intacto y luego determinar el numero minimo 
de componentes nucleares que debian agregarse a la mezcla de reaction 
para obtener un splicing preciso. Se observo que al incubar nucleos ais¬ 
lados en un medio con cationes monovalentes en baja concentration (5 
mM de NH 4 + ), se sintetizaba la molecula de pre-rRNA pero el intron 
no se separaba. Esto permitio a los investigadores purificar el precursor 
intacto, que planeaban utilizar como sustrato para ensayar la activi- 
dad de splicing en extractos nucleares. Sin embargo, observaron que 
al incubar el precursor purificado por si solo en concentraciones mas 
elevadas de NH 4 + en presencia de Mg 2+ y fosfato de guanosina (p. ej., 
GMP o GTP), el intron se elimino del precursor (fig. I). 1 El analisis 
de la secuencia nucleotidica confirmo que el RNA pequeno separado 
del precursor era el intron con un nucleotido anadido que contenia 
guanina en el extremo 5'. Se demostro que el nucleotido adicional se 
deriva del GTP agregado a la mezcla de reaction. 

El splicing de un intron es una reaction compleja que requiere 
el reconocimiento de las secuencias que limitan el intron, la rotura 
de los enlaces fosfodiester en ambos extremos del intron y la union de 
los fragmentos adyacentes. Se ha hecho todo tipo de esfuerzos para 
eliminar cualquier proteina que pueda adherirse al RNA antes de pro¬ 


bar su capacidad para realizar el splicing. El RNA se ha extraido con 
detergente y fenol, se ha centrifugado a traves de un gradiente y se 
ha tratado con una enzima proteolitica. Solo hubo dos explicaciones 
razonables: el mecanismo de splicing lo efectuaba una proteina unida 
firmemente al RNA o la molecula de pre-rRNA era capaz de sufrir 
splicing por si misma. Esta ultima idea no era facil de aceptar. 


Desnaturalizada 
“Nativa'’ _ por calor 

(NH 4 ) 2 S0 4 ,mM 5 5“ 25 50 120 5 5" 25 50 120 E.coli 



SI RNA - 

FIGURA 1 RNA ribosomal purificado de Tetrahymena marcado con 32 P, 
transcrito en concentraciones diferentes de (NH 4 ) 2 S0 4 y analizado por 
medio de electroforesis en geles de poliacrilamida. Los numeros en la parte 
superior indican la concentracion de sulfato de amonio. Se presentan dos 
grupos de muestras, “la forma nativa” y la forma desnaturalizada por calor. 
Las muestras del ultimo grupo se sometieron a ebullicion por cinco minutos 
en amortiguador y se incubaron en hielo para disociar cualquier molecula 
que se mantuviera unida con puentes de hidrogeno entre las bases comple- 
mentarias. Las dos columnas de la derecha contienen rRNA bacterianos 
16S y 23S, que proveen los marcadores de tamano conocido con los cuales 
se pueden comparar las otras bandas en el gel. Puede observarse a partir de 
las posiciones de las bandas que a medida que la concentracion de sulfato 
de amonio aumenta, aparecen los RNA pequenos cuyo tamano es igual a 
los intrones aislados (SI, secuencia interpuesta). Estos datos suministran la 
primer a indication de que el rRNA es capaz de cortar el intron sin la ayuda 
de otros factores adicionales. (Tomada deT. R. Cech et al., Cell 27:488, 
1981; con autorizacion de Cell Press.) 
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Para resolver el problema de la presencia de una proteina conta- 
minante, Cech y sus colaboradores recurrieron a un sistema artificial 
que no tenia la posibilidad de contener proteinas nucleares de splic¬ 
ing? El DNA que codifica al precursor de rRNA se obtuvo a partir 
de E. coli y se purified y utilizo como molde para la transcripcion in 
vitro una polimerasa de RNA bacteriana purificada. El pre-rRNA sin- 
tetizado in vitro se purified e incubo por si solo en presencia de iones 
monovalentes y divalentes y un compuesto de guanosina. Puesto que 
el RNA nunca habia estado en una celula, era imposible que estuviera 
contaminado por enzimas celulares de splicing. Aun asi, el pre-rRNA 
aislado sufrio la reaccion de splicing tal y como habia ocurrido en la 
celula. El RNA tenia que experimentar splicing pot si solo. 

Como resultado de estos experimentos, el RNA mostro ser capaz 
de catalizar una reaccion compleja de multiples pasos. Los calculos 
indicaron que esta reaccion se habia acelerado a una velocidad cercana 
a 10 000 millones de veces mayor en comparacion con la reaccion no 
catalizada. Por lo tanto, al igual que las enzimas proteinicas, el RNA 
pudo acelerar de modo considerable una reaccion quimica. La principal 
diferencia entre este RNA y las “enzimas proteinicas estandar”fue que 
el RNA actua sobre si mismo en lugar de hacerlo sobre un sustrato 
independiente. Cech denomino al RNA “ribozima”. 

En 1983 se descubrio un segundo ejemplo de la catalisis de 
RNA. 3 Sidney Altman de la Yale University y Norman Pace del 
National Jewish Hospital en Denver eran colaboradores en el estudio 
de la ribonucleasa P, una enzima que interviene en el procesamiento de 
un RNA de transferencia y es precursora en bacterias. La enzima era 
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FIGURA 2 Resultados de la electroforesis en geles de poliacrilamida de las 
mezclas de reaccion que contenian el precursor del tirosinil-tRNA (pTir) 
y el precursor de otro RNA llamado RNA 4.5S (p4.5). Se describe solo el 
pTir, que se procesa por lo general mediante la ribonucleasa P en dos mole- 
culas de RNA, Tir y 5’-Tir (que es el extremo 5' terminal del precursor). Las 
posiciones en las cuales estos tres RNA (pTir, Tir y 5'-Tir) migran durante 
la electroforesis se indican en el lado izquierdo del gel. La linea 1 muestra 
los RNA que aparecen en la mezcla de reaccion cuando pTir (y p4.5) se 
incuba con la ribonucleasa P completa. Muy poco del pTir permanece en la 
mezcla y se transforma en dos productos (Tir y 5 / -Tir). La linea 5 senala los 
RNA que aparecen en la mezcla de reaccion cuando pTir se incuba con el 
componente proteinico purificado de la ribonucleasa P. La proteina no corta 
al precursor del tRNA, como es evidente, por la ausencia de bandas en las 
que los dos productos deberian migrar. En cambio, cuando pTir se incuba 
con el componente del RNA purificado de la ribonucleasa P (linea 7), el 
pTir se procesa de manera eficiente como al utilizar la ribonucleoprotei- 
na intacta. (Tomada de Cecilia Guerrier-Tokada et al. Cell 35:850, 
1983; con autorizacion de Cell Press.) 


poco comun dado que se componia de proteinas y RNA. Cuando se 
incubo en amortiguadores con una concentration elevada de Mg 2+ (60 
mM), la subunidad de RNA purificada pudo eliminar el extremo 5' del 
precursor del tRNA (linea 7, fig. 2), del mismo modo que la molecula 
Integra de la ribonucleasa P lo haria dentro de la celula. Los productos 
de la reaccion in vitro incluyen la molecula de tRNA madura procesa- 
da. Por el contrario, la subunidad de proteina aislada de la enzima no 
tenia actividad catalitica (linea 5, fig. 2). 

Para eliminar la posibilidad de que una proteina contaminante 
fuera en verdad la que catalizaba la reaccion, se sintetizo in vitro la por¬ 
tion de RNA de la ribonucleasa P a partir de un DNA recombinante 
molde. Tal y como se observo con el RNA extraido de las celulas bac- 
terianas, este RNA sintetizado de forma artificial, sin proteina alguna 
anadida, pudo cortar con precision al precursor del tRNA. 4 A diferen¬ 
cia de la enzima procesadora de rRNA estudiada por Cech, el RNA de 
la ribonucleasa P actua sobre otra molecula como sustrato y no sobre 
si misma. Por lo tanto, se demostro que las ribozimas pueden tener las 
mismas propiedades cataliticas que las enzimas proteicas. En la figura 
3 se muestran un modelo de la interaction entre la subunidad catalitica 
de RNA de la ribonucleasa P y un precursor del sustrato de tRNA. 

La demostracion que el RNA podia catalizar reacciones quimicas 
suscito una atmosfera apropiada para reformular una pregunta aneja: 
^que componente de la subunidad ribosomica grande es la transferasa 
de peptidilo, es decir, el catalizador de la formation de los enlaces pepti- 
dicos? Durante la decada de 1970, diferentes hallazgos independientes 
plantearon la posibilidad de que el RNA ribosomal podia efectuar algo 
mas que tan solo actuar como un molde o andamiaje para mantener las 
proteinas ribosomicas en la position adecuada para catalizar la traduc¬ 
tion. Entre los hallazgos se incluyeron los siguientes tipos de datos: 

1. Ciertas cepas de E. coli portan genes que codifican proteinas que 
destruyen bacterias y se conocen como colicinas. Se sabe que una 
de estas toxinas, la colicina E3, inhibe la sintesis de proteinas en 
celulas bacterianas sensibles. Los ribosomas aislados de celulas tra- 
tadas con colicina E3 parecen del todo normales, de acuerdo con 
la mayor parte de los criterios, pero no sostienen la sintesis de pro¬ 
teinas in vitro. Un analisis mas detallado de estos ribosomas revelo 
que el defecto residia en el rRNA, no en las proteinas ribosomales. 



FIGURA 3 Un modelo molecular de una porcion de la subunidad RNA cata- 
lftica de la ribonucleasa P bacteriana (en bianco) y su sustrato unido, el 
tRNA precursor (en rojo). El sitio del tRNA precursor, donde lo corta la 
ribozima, se indica con una esfera en amarillo. (Cortesia de Michael E. 
Harris y Norman R. Pace.) 
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La colicina corto el RNA 16S de la subunidad pequena en casi 50 
nucleotidos desde su extremo 3' y esta es la causa de que la subuni¬ 
dad completa no apoyara la slntesis de proteinas. 5 

2. El tratamiento de las subunidades grandes ribosomales con ribo- 
nucleasa Tj, una enzima que corta las uniones entre los nucleoti¬ 
dos accesibles de RNA, destruye la capacidad de la subunidad para 
efectuar la reaction de la transferasa de peptidilo. 6 

3. Diferentes estudios con antibioticos que inhiben la formation de 
enlaces peptidicos, incluidos el cloranfenicol, carbomicina y eritro- 
micina, sugieren que estos farmacos actuan sobre el RNA riboso- 
mal, no en la proteina. Por ejemplo, se encontro que los ribosomas 
se vuelven resistentes a los efectos del cloranfenicol como resultado 
de sustituciones en las bases del RNA ribosomal. 7 

4. Se ha demostrado que los RNA ribosomales tienen secuencias de 
bases muy conservadas, mucho mas que las secuencias aminoad- 
dicas de las proteinas ribosomales. Algunas de las regiones de los 
RNA ribosomales virtualmente no cambian en ribosomas aislados 
de procariotas, plantas y animales, al igual que en ribosomas aisla¬ 
dos de mitocondrias y cloroplastos. El hecho de que las secuencias 
de rRNA esten muy conservadas sugiere que las moleculas tienen 
una funcion crucial en la funcion del ribosoma. 8,9 De hecho, en 
una publication de 1975, C. R. Woese y colaboradores senalaron 
lo siguiente: “Puesto que la correlation entre estas regiones con¬ 
servadas y los sitios conocidos de union de proteinas ribosomales 
es escasa o no existe, hay una fuerte implication de que las grandes 
regiones del RNA participen de forma directa en la funcion riboso¬ 
mal”. 8 

Despues del descubrimiento del RNA catalitico en los labora¬ 
tories de Cech y Altman, se intensified la investigation sobre el papel 
del RNA ribosomal. Los estudios que llevaron a cabo Harry Noller y 
sus colegas de la University of California, en Santa Cruz, precisaron 
que el sitio en el RNA ribosomal reside en o alrededor del centra de 
la transferasa de peptidilo. En un estudio se mostro que los RNA 
de transferencia, unidos al ribosoma protegen a las bases especificas en 
el rRNA de la subunidad grande del ataque de agentes quimicos espe- 
cificos. La proteccion del ataque quimico es evidencia de que el tRNA 
debe estar situado muy cerca de las bases del rRNA que se encuentran 
protegidas. 10 La proteccion se pierde si el extremo 3' del tRNA (el 
extremo con el CCA unido al aminoacido) se elimina. Este es el extre¬ 
mo del tRNA que participa en la formation del enlace peptidico, del 
cual cabria esperar que residiera muy cerca del sitio de la transferasa 
de peptidilo. 

Los intentos de asignar una funcion particular al RNA riboso¬ 
mal aislado han fallado. Se considera que aun si el RNA ribosomal 
carece de funcion especifica, la presencia de proteinas ribosomales es 
por lo menos necesaria para mantener el rRNA en su conformation 
apropiada. Al considerar que las proteinas ribosomales y el rRNA evo- 
lucionaron de forma conjunta durante miles de millones de anos, 
seria de esperar que las dos moleculas dependieran la una de la otra. A 
pesar de esta expectativa, en 1992, Noller y sus colaboradores demos- 
traron por fin la capacidad catalitica del rRNA aislado. 11 Al trabajar 
con ribosomas particularmente estables de Ihermus aquaticus, una bac¬ 
teria que vive a temperaturas elevadas, Noller trato preparaciones de la 
subunidad ribosomal grande con un detergente para obtener proteina 
(SDS), una enzima que degrada proteinas (proteinasa K) y varios lava- 
dos con fenol, un desnaturalizante de proteinas. Juntos, estos agentes 
removieron al menos 95% de las proteinas de la subunidad ribosomal y 
separaron al rRNA. La mayor parte del 5% de la proteina vinculada con 
el rRNA consistia en pequenos fragmentos de proteinas ribosomales. 
A pesar de la remocion de casi todas las proteinas, el rRNA retuvo la 


actividad de la transferasa de peptidilo en 80% de la subunidad intacta. 
El cloranfenicol y el tratamiento con ribonucleasa bloquearon la acti¬ 
vidad catalitica. Cuando el RNA se sometio a tratamientos adicionales 
para remover la cantidad pequena de proteina remanente, la prepara¬ 
tion perdio su actividad catalitica. Debido a que es muy raro que la 
proteina remanente tenga cualquier actividad catalitica de importancia, 
se presume por estos experimentos que la transferasa de peptidilo es 
una ribozima. 

Esta conclusion gano confirmation por los estudios de crista- 
lografia de rayos X que realizaron Thomas Steitz, Peter Moore y sus 
colaboradores de la Yale University sobre la subunidad ribosomal gran¬ 
de de Haloarcula marismortui, una arqueobacteria que vive en el mar 
Muerto. Un modelo de esta subunidad se muestra en la imagen initial 
del capitulo en la pagina 429. Para identificar el sitio de la transferasa 
de peptidilo dentro de la subunidad ribosomal grande, estos investi- 
gadores sometieron los cristales de estas subunidades a la action de 
CCdA-puromicina-fosfato, una sustancia que inhibe la formation del 
enlace peptidico por medio de la union al sitio activo de la transferasa 
de peptidilo. 

La determination de la estructura de estas subunidades por reso¬ 
lution atomica revelo la localization de la union del inhibidor y de 
esa forma la localization del sitio de la transferasa de peptidilo. 12 En 
este estudio se encontro que el sitio activo del inhibidor se une dentro 
de una hendidura de la subunidad que esta rodeada enteramente por 
residuos nucleotidicos conservados del 23S rRNA. De hecho, no existe 
ninguna cadena lateral de aminoacidos de las proteinas ribosomales 
en alrededor de 18 A del sitio donde se sintetiza un enlace peptidico. 
Esto apoya de manera relevante la conclusion de que el ribosoma es 
una ribozima. 
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SINOPSIS 


La comprension de la relation entre los genes y las proteinas es 
resultado de algunas observaciones clave. La primera observation 
importante se debe a Garrod, quien aseguro que las personas que sufren 
enfermedades metabolicas hereditarias carecen de enzimas espetificas. 
Mas adelante, Beadle y Tatum indujeron mutaciones en los genes de 
Neurospora e identificaron las reacciones metabolicas espetificas afec- 
tadas. Estos estudios condujeron al concepto de “un gen-una enzima’y 
mas adelante a la version mas depurada de “un gen-una cadena polipep- 
tidica”. Ingram describio por primera vez las consecuencias moleculares 
de una mutation y demostro que la anemia de celulas falciformes, una 
enfermedad hereditaria, se debia a la sustitucion de un solo aminoacido 
en una cadena de globina (pag. 430). 

El primer paso en la expresion de un gen es la transcription de una 
cadena de la plantilla de DNA que efectua una polimerasa de RNA. 

Las moleculas de la polimerasa se dirigen al sitio apropiado sobre el 
DNA al unirse a una region promotora, que en casi todos los casos 
se halla justo por delante del sitio en que se inicia la transcription. La 
polimerasa se desplaza en sentido 3' a 5' a lo largo de la cadena de 
DNA que sirve como molde y ensambla una cadena complementaria 
y antiparalela de RNA que se proyecta desde su extremo terminal 5' 
en direction 3'. A cada paso a lo largo de la cadena, la enzima cataliza 
una reaction en la cual se hidrolizan los trifosfatos de ribonucleosido 
(NTP) para transformarse en monofosfatos de nucleosido conforme 
se incorporan. La reaction tambien se controla por hidrolisis del piro- 
fosfato liberado. Los procariotas poseen un solo tipo de polimerasa de 
RNA que puede relacionarse con varios factores sigma diferentes, que 
determinan que genes se transcriben. El sitio donde se inicia la trans¬ 
cription se establece por una secuencia de nucleotidos localizada unas 

10 bases por delante del sitio de inicio (pag. 432). 

Las celulas eucariotas tienen tres distintas polimerasas de RNA 
(I, II y III), cada una encargada de la sintesis de diferentes grupos 
de RNA. Alrededor de 80% de las celulas de RNA se conforma con 
RNA ribosomal (rRNA). La polimerasa de RNA I sintetiza los RNA 
ribosomales (con exception de las especies 5S); la polimerasa de 
RNA III la transferencia de RNA y rRNA 5S, y la polimerasa de RNA 

11 el mRNA. Los tres tipos de RNA derivan de transcripciones prima- 
rias que son mas largas que el producto final de RNA. El procesamien- 
to del RNA requiere una gran variedad de RNA nucleares pequenos 
(snRNA) (pag. 436). 

Tres de los cuatro rRNA eucariotas (5.8S, 18S y 28S) se sintetizan 
a partir de una sola unidad de transcription, constituida por DNA 
(rDNA) y localizada dentro del nucleolo, y se procesa mediante una 
serie de reacciones nucleolares. Los nucleolos de oocitos de anfibios 
se pueden lisar para revelar el rDNA activo en transcription, que toma 
la forma de una cadena de “arbol de Navidad”. Cada uno de los arbo- 
les es una unidad de trans crip cion, cuyas ramas pequenas representan 
a RNA cortos que estan en un periodo temprano de transcription, 
esto es, muy cercanos al sitio donde se inicio la sintesis de RNA. Los 
analisis de estos complejos muestran ordenamientos en tandem de los 
genes de rRNA, espaciadores no transcritos que separan las unidades de 
transcription y ribonucleoproteinas relacionadas (RNP), particulas que 
intervienen en el procesamiento de las transcripciones. Se han estudia- 
do los pasos en el procesamiento del rRNA al exponer a celulas de cul- 
tivo de mamiferos a precursores marcados, como [ 14 C]metionina, cuyos 
grupos metilo se transfieren a diferentes nucleotidos de pre-rRNA. La 
presencia de grupos metilo protege al parecer a ciertos sitios en el RNA 
del corte por nucleasas y contribuye al plegamiento de la molecula de 
RNA. Cerca de la mitad de las transcripciones primarias 45S se elimina 
durante el curso de la formation de los productos de los tres rRNA 


maduros. El nucleolo es tambien el sitio de ensamble de dos subunida- 
des ribosomales (pag. 437). 

Estudios de cinetica de RNA marcados con rapidez sugirieron pri- 
mero que los mRNA procedian de precursores mucho mas grandes. 

Cuando se incubaban celulas eucariotas, de uno a pocos minutos en 
uridina marcada con 3 H, u otros precursores de RNA marcados, la 
mayor parte del marcador se incorpora al grupo de moleculas de RNA 
de peso molecular muy elevado y diversas secuencias de nucleotidos 
y se restringe en el nucleo. Este RNA se conoce como RNA nuclear 
heterogeneo (o hnRNA). Cuando las celulas incubadas por un breve 
lapso con [ 3 H]uridina se siguen en un medio con precursores no mar¬ 
cados durante una hora o mas, la radiactividad aparece en el mRNA 
citoplasmico mas pequeno. Este y otros datos, como la presencia de 
capuchones S' y colas poli(A) 3 ' en hnRNA y mRNA, llevo a concluir 
que el hnRNA es el precursor del mRNA (pag. 444). 

Los pre-mRNA se sintetizan por action de la polimerasa de RNA II 
junto con algunos factores de transcription general que permiten a 
la polimerasa reconocer el sitio de DNA apropiado e iniciar la trans¬ 
cription en el nucleotido adecuado. En muchos genes, el promotor 
se situa entre las bases 24 y 32 por delante del sitio de inicio en una 
region que contiene la secuencia TATA. Esta caja TATA la identifica la 
proteina de union a la caja TATA (TBP), cuya union al DNA inicia el 
ensamble de un complejo de preinicio. La fosforilacion de una portion 
de la polimerasa de RNA lleva a la separation de la polimerasa y al 
comienzo de la transcription (pag. 445). 

Una de las revisiones mas importantes del concepto de gen se llevo a 
cabo a fines del decenio de 1970 tras descubrir que las regiones codi- 
ficantes de un gen no forman una secuencia continua de nucleotidos. 

Las primeras observaciones a este respecto se efectuaron en estudios de 
transcription en el genoma del adenovirus en el cual se encontro que 
la portion terminal de un numero diferente de RNA mensajeros se 
compone de la misma secuencia de nucleotidos que codifican varios 
segmentos discontinues en el DNA. Las regiones entre los segmentos 
codificantes se conocen como secuencias de interferencia o intrones. 
Una condition semejante se identified pronto en los genes celulares, 
como los que codifican a la globina beta y la ovoalbumina. En este caso, 
las regiones del DNA que codifican porciones del polipeptido (exones) 
se separan la una de la otra por regiones no codificantes (intrones). 
Analisis posteriores indicaron que el gen se transcribe en su totalidad 
como transcription primaria. Las regiones correspondientes a los intro¬ 
nes se eliminan despues del pre-mRNA y los extremos codificantes 
adyacentes se ligan a su vez. Este proceso de elimination y ligation se 
conoce como splicing de RNA (pag. 447). 

Los principles pasos en el procesamiento de las transcripciones 
primarias en mRNA incluyen la adicion de un capuchon 5', la for¬ 
mation de un 3 ' terminal, la adicion de una cola de 3 ' poli(A) y la 
elimination de intrones. La formation del casquete S' ocurre por 
reacciones secuenciales en las cuales se elimina el fosfato terminal, un 
GMP se une en una orientation invertida y los grupos metilo se trans¬ 
fieren a la guanosina y el primer nucleotido de la propia transcription. 
El extremo 3' terminal del mRNA se genera por desdoblamiento de la 
transcription primaria justo en el sitio situado por debajo de un punto 
de reconocimiento AAUAAA y la adicion de residuos de adenosina, 
uno a la vez, mediante la polimerasa poli(A). La elimination de los 
intrones de la transcription primaria depende de la presencia de resi¬ 
duos invariables en ambos sitios del empalme S' y 3' sobre cualquier 
lado de cada intron. El splicing se efectua por medio de un espliceosoma 
que contiene varias proteinas y particulas ribonucleoproteicas (snRNP) 
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que se ensamblan de forma gradual en el sitio donde se retira el intron. 
Los estudios sugieren que los snRNA de los espliceosomas, no las pro¬ 
teinas, son los componentes activos de los snRNP desde el punto de 
vista catalitico. Uno de los beneficios aparentes del corte de genes es la 
facilidad con la cual los exones pueden intercambiarse dentro del geno- 
ma y generar nuevos genes a partir de porciones de los preexistentes 
(pag. 450). 

La mayor parte de las celulas eucariotas tiene un mecanismo llamado 
RNA de interferencia inducido por RNA de doble cadena que lleva a 
la destruction de los mRNA complementarios. El RNA de interfe¬ 
rencia ha evolucionado al parecer como mecanismo de defensa contra 
la infection virica o la movilidad de los transposones. Los investigado- 
res han tornado ventaja de este fenomeno como una herramienta para 
detener la sintesis de proteinas especificas al utilizar como blancos sus 
mRNA. Los genomas eucariotas codifican gran numero de pequenos 
micro-RNA (miRNA) (20 a 25 nucleotidos) que regulan la traduccion 
de mRNA especificos y tal vez tienen otras multiples funciones Tanto 
siRNA como miRNA son generados por una maquinaria de procesa- 
miento que incluye la enzima Dicer, la cual escinde el precursor, y un 
complejo efector RISC, que sostiene la guia de RNA monocatenario 
que corta el mRNA o bloquea su traduccion (pag. 459). 

La information para la incorporation de aminoacidos en un polipep- 
tido se codifica en la secuencia de tripletes de codones del mRNA. 
Ademas de encontrarse en el triplete, el codigo genetico no esta 
superpuesto y es del tipo degenerado. En un codigo no superpuesto, 
cada nucleotido es parte de un codon, y solo de uno, y el ribosoma debe 
moverse a lo largo del mensaje tres nucleotidos a la vez. El ribosoma 
se une al mRNA en el codon de inicio, AUG, el cual pone automati- 
camente al ribosoma en un marco de lectura adecuado para que lea de 
modo correcto el mensaje por entero. El codigo de tripletes construido 
de cuatro diferentes nucleotidos puede tener 64 (4 1 2 3 ) codones diferentes. 
El codigo es degenerado debido a que muchos de sus 20 aminoaci¬ 
dos diferentes tienen mas de un codon. De los 64 posibles codones, 61 
especifican a un aminoacido, mientras que los otros tres son codones de 
termination que llevan al ribosoma a concluir la traduccion. La asigna- 
cion de codones es en esencia universal y sus secuencias son tales que la 
sustitucion de bases en el mRNA tiende a reducir al minimo el efecto 
sobre las propiedades del polipeptido (pag. 464). 

El RNA de transferencia codifica la information del alfabeto nucleo- 
tidico del DNA y RNA durante el procesamiento de la traduccion. 

Los RNA de transferencia son pequenos RNA (73 a 93 nucleotidos de 
longitud) que muestran similitud, forma de L, estructura tridimensio¬ 


nal y un numero de residuos invariables. Un extremo del tRNA porta 
el aminoacido y el otro extremo contiene una secuencia anticodon de 
tres nucleotidos que es complementaria del codon triplete del mRNA. 
Los requerimientos estericos de complementariedad entre el codon y 
el anticodon disminuyen en la tercera position del codon para permi- 
tir diferentes codones que codifican el mismo aminoacido para usar 
el mismo tRNA. Es esencial que cada tRNA se una a un aminoacido 
propio (espetifico), es decir, el aminoacido codificado por el codon de 
mRNA para el cual el anticodon de tRNA se une. La union del tRNA 
a su propio aminoacido la lleva a cabo un grupo de enzimas conocidas 
como sintetasas de aminoacil-tRNA. Cada enzima es espetifica para 
uno de los 20 aminoacidos y es capaz de reconocer todos los tRNA para 
los cuales el aminoacido debe unirse. La formation de la aminoacil- 
tRNA es el paso primario de requerimiento de energia en el proceso 
entero del ensamble de polipeptidos (pag. 467). 

La sintesis de proteinas es una actividad sintetica compleja que inclu¬ 
ye a todos los diferentes tRNA con sus aminoacidos a los cuales se 
unen los ribosomas, el RNA mensajero, varias proteinas, los cationes 
yGTP. El proceso se divide en tres actividades: inicio, elongation y ter¬ 
mination. Las actividades principals del inicio incluyen la union pre- 
cisa de la subunidad ribosomal pequena al codon de inicio del mRNA, 
que establece el marco de lectura para todo el proceso de traduccion; la 
entrada al ribosoma del tRNA iniciador especial, y el ensamblado del 
mecanismo de traduccion. Durante la elongation ocurre un ciclo de 
entrada del tRNA, formation del enlace peptidico y la salida del tRNA 
que inicia otro ciclo con cada aminoacido incorporado. El aminoacil 
tRNA penetra en el sitio A, donde se une al codon complementario del 
mRNA. Conforme entra cada tRNA, el polipeptido emergente fijado al 
tRNA del sitio P se transfiere al aminoacido sobre el tRNA del sitio A 
y forma un enlace peptidico. Una portion del rRNA grande que actua 
como ribozima cataliza la formation de enlaces peptidicos. En el ulti¬ 
mo paso de la elongation, el ribosoma se transloca al siguiente codon 
del mRNA, a medida que el tRNA desacilado del sitio P se transfiere 
al sitio E, y el tRNA desacilado que estaba en el sitio E se libera desde 
el ribosoma. El inicio y la elongation requieren la hidrolisis de GTP La 
traduccion termina cuando el ribosoma alcanza uno de los tres codones 
de detention. Despues que un ribosoma se ensambla en el codon de 
inicio y se desplaza una corta distancia hacia el extremo 3 ' del mRNA, 
casi siempre otro ribosoma se fija al codon de inicio, de tal modo que 
varios ribosomas traducen cada mRNA de manera simultanea, lo 
que incrementa en buena medida la tasa de sintesis de proteina den¬ 
tro de la celula. El complejo formado por un mRNA y sus ribosomas 
acompanantes constituye un polirribosoma (pag. 470). 


PREGUNTAS ANAUTICAS 


1. Al observar la carta de codones de la figura 11-41, <:cuales cabria 
esperar que tuvieran un tRNA unico, es decir, un tRNA que solo 
utiliza un codon?, <;por que muchos codones carecen de su propio 
tRNA unico? 

2. La proflavina es un compuesto que se inserta por si mismo den¬ 
tro del DNA y causa mutaciones de marco de lectura (pag. 475). 
,;De que forma el efecto sobre la secuencia aminoatidica de una 
mutation inducida por flavina difiere entre un codigo superpuesto 
y uno no superpuesto? 

3. Se ha aislado un nuevo farmaco que solo tiene un efecto en el 
metabolismo celular; este agente inhibe por completo la elimina¬ 
tion de pre-rRNA al RNA ribosomal. Despues de tratar un cul- 
tivo de celulas de mamifero con este farmaco se suministra a las 
celulas [ 3 H]uridina por dos minutos y entonces crecen las celulas 
en presencia del medicamento en un medio no marcado por cua¬ 


tro horas antes de extraer el RNA y centrifugarlo a traves de un 
gradiente de sacarosa. Dibuje las curvas que se obtendrian tras 
registrar la absorbancia a 260 nm y la radiactividad contra la frac¬ 
tion obtenida del gradiente. Marque la abscisa (eje X) con valores 
de S del RNA. 

4. Con base en el mismo eje de la pregunta anterior, trace el perfil del 
RNA radiactivo que deberia obtener despues de incubar un cultivo 
de las celulas de mamifero por 48 h en [ 3 H]uridina sin ningun 
farmaco inhibidor. 

5. Asumase que se elabora un RNA sintetico a partir de un dinucleo- 
tido repetitivo (p. ej., AG AG AG AG) y luego se utiliza este RNA 
como mensajero para sintetizar un polipeptido en un sistema sin- 
tetizador de proteinas in vitro, como el que emplearon Nirenberg y 
Matthaei para producir polifenilalanina. <;Que tipo de polipeptido 
esperaria producir a partir de este polinucleotido en particular?, 
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,:esperana tener mas de un tipo de polipeptido producido?, <ipor 
que? 

6. Si hallara una enzima que se incorporara al azar en nucleotidos 
dentro de un polfmero sin el requerimiento de un molde, <;cuantos 
codones diferentes podria encontrar en un RNA sintetico elabo- 
rado con dos distintos precursores de nucleotidos (p. ej., CTP y 
ATP)? (Una enzima denominada fosforilasa de polinucleotido 
cataliza este tipo de reaccion y se empleo en estudios para identi- 
ficar codones.) 

7. Dibuje las partes de una globina 15S pre-mRNA y marque las 
posiciones no codificantes. 

8. <:Cual es el menor numero de GTP necesario para sintetizar un 
pentapeptido? 

9. En los mismos ejes de la figura 10-17, trace dos curvas de rena- 
turalizacion, una para el DNA extraido del tejido cerebral de 
Xenopus y otra para el DNA extraido de oocitos de Xenopus. 

10. ,;Estaria de acuerdo con la siguiente afirmacion: El descubrimien- 
to de que la anemia de celulas falciformes es resultado del cambio 
de un solo aminoacido demuestra que el codigo genetico no esta 
superpuesto? ^Por que? 

11. La talasemia es una enfermedad caracterizada por mutaciones 
que convierten codones de aminoacidos en codones de termina- 
cion. Supongase que debe comparar los polipeptidos sintetizados 
in vitro a partir del mRNA purificado de una gran variedad de 
pacientes con talasemia. <;C6mo esperarfa comparar estos polipep¬ 
tidos? Observe la carta de codones de la figura 11-41; ,:cuantos 
codones de aminoacidos pueden convertirse en codones de deten- 
cion al sustituir una sola base? 

12. ^Piensa usted que serfa teoricamente posible obtener un codigo 
genetico con solo dos letras, A y T? Si es asf, <:cual serfa el menor 
numero de nucleotidos requeridos para elaborar un codon? 

13. En la pagina 458 se describen los experimentos que llevaron a 
la sfntesis de ribozimas con actividad catalftica unica. En el ano 
2001, una ribozima artificial que se aislo fue capaz de incorporar 
mas de 14 ribonucleotidos en el extremo de un RNA existente 
al usar una cadena de RNA como molde. La ribozima puede 
emplearse en cualquier secuencia de RNA como molde y podria 
incorporar nucleotidos complementarios en una cadena nueva- 
mente sintetizada de RNA con una precision de 98.5%. Si usted 


fuera un defensor del mundo del RNA antiguo, ,;c6mo deberfa 
usar este hallazgo para apoyar su caso?, ^prueba esto la existencia 
de un mundo de RNA antiguo? Si es asf, ,;que proveerfa la eviden- 
cia mas soli da de la existencia de dicho mundo? 

14. ,;C6mo es posible que la sfntesis de mRNA ocurra a una mayor 
tasa en las celulas bacterianas que en cualquier otro tipo, aunque 
muy poco mRNA se encuentre dentro de la celula? 

15. Si un codon para serina es 5 , -AGC-3 / , el anticodon para este tri- 

plete serfa 5 r - 3'. <;C6mo afectarfa el fenomeno de bam- 

boleo a esta interaccion codon-anticodon? 

16. Uno de los principales argumentos esgrimidos para asegurar que 
las protefnas evolucionaron antes que el DNA (es decir, el mundo 
del RNA evoluciono en un mundo de RNA-protefna, no tanto en 
un mundo de RNA-DNA) se basa en el hecho de que la maqui- 
naria de la traduccion incluye una gran variedad de RNA (p. ej., 
los tRNA, rRNA), en la que la maquinaria de transcripcion no 
muestra evidencia de la participation del RNA. ^Podria explicar 
como tal argumento acerca de los estados de evolution temprana 
debe basarse en estas observaciones? 

17. Las mutaciones en el marco de lectura y mutaciones sin sentido se 
describieron en la pagina 475. Se observo que las mutaciones sin 
sentido llevan a menudo a la destruction por NMD de un mRNA 
que contiene un codon de termination prematuro. <;Esperaria que 
el mRNA contenga mutaciones en el marco de lectura para some- 
terse a NMD? 

18. Las puntas de flecha en la figura 11-16 indican la direction de la 
transcripcion de varios genes de tRNA. <;Que le dice este dibujo 
acerca de la actividad de los moldes de cada cadena de una mole- 
cula de DNA dentro de un cromosoma? 

19. Los genes se descubrieron casi siempre por hallazgos de un fenoti- 
po anormal resultante de una mutation genetica. De manera alter- 
nativa, pueden reconocerse por examen de secuencias de DNA de 
un genoma. <:Por que se supone que los genes que codifican a los 
miRNA no se descubrieron hasta fecha muy reciente? 

20. En la pagina 465 se dijo que los cambios de codones sinonimos 
por lo general no alteran el fenotipo de un organismo. <;Se le ocu- 
rre un caso en que esto pudiera no cumplirse? (Sugerencia: puede 
consultar la figura 11-30.) 
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N o obstante las obvias diferencias en forma y funcion, las celulas que forman 
parte de un organismo multicelular contienen un equipo completo de genes. 
La informacion genetica presente en las celulas eucariotas especializadas puede 
compararse a un libro con el anteproyecto para construir un edificio gigante de propositos 
multiples. Durante la construction del mismo, el anteproyecto completo sera requerido 
con toda probabilidad, pero solo pequenas partes de la information que encierra serviran 
para la consulta durante el trabajo de construction de un cuarto o un piso en particular. 
Lo mismo vale en el caso de un huevo fertilizado, el cual contiene instrucciones gene- 
ticas completas que se copian con la mayor fidelidad y se distribuyen en cada celula de 
un organismo en desarrollo. El resultado consiste en que las celulas diferenciadas portan 
mucha mas information genetica de la que alguna vez pueden llegar a necesitar. En con- 
secuencia, las celulas disponen de mecanismos que les permiten expresar la information 
genetica que contienen de manera selectiva, a lo que siguen las instrucciones necesarias 
para cada celula en determinado momento. En el presente capitulo se exploran algunas 
de las vias por medio de las cuales las celulas controlan la expresion genetica, y por lo 
tanto se aseguran que ciertas proteinas se sinteticen mientras que otras no. Sin embargo, 
la explication comenzara por la description de la estructura y propiedades del nucleo 
de la celula eucariota, sitio donde se localiza gran parte de la maquinaria reguladora. • 

Micrografia electronica de barrido de una molecula de DNA bacteriano (en azul) con una proteina reguladora 
(que se llama NtrC y que se observa en tonos amarillentos) unida en un sitio ubicado justo arriba de un gen 
que codificapara la sintetasa de glutamina. La fosforilacion de la proteina NtrCpermite activar la transcrip- 
cion del gen regulado. Un microscopio electronica de barrido mide la altura del especimen en varias partes a 
nivel atomico, que se convierte en colores como los que se muestran en la figura del recuadro superior derecho. 
(Tomada de I. Rombel et al., por cortesi'a de S. Kustu, University of California, Berkeley, 
Cold Springs Harbor Symp. Quant. Biol. 63:160,1998.) 
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12.1 EL NUCLEO DE UNA CELULA EUCARIQTA 

Si se considera su importancia en el almacenamiento 
y la utilization de la information genetica, el nucleo de una celu- 
la eucariota tiene una morfologia mas bien comun (fig. 12-1). 
El contenido del nucleo se presenta como una masa amorfa y 
viscosa de material encerrada por una envoltura nuclear com- 
pleja, que forma una transition entre el nucleo y el citoplasma. 
Dentro del nucleo de una interfase tipica (es decir, no mitotica) 
la celula tiene: 1) los cromosomas, que se observan como fibras 




(b) 


FIGURA 12-1 El nucleo celular. a) Micrograffa electronica de un nucleo de 
celula HeLa en interfase. La heterocromatina (pag. 496) es evidente alre- 
dedor de la superficie interna de la envoltura nuclear. Pueden verse dos 
nucleolos prominentes y algunos grumos de cromatina diseminados en 
el nucleoplasma. b ) Esquema que muestra algunos de los principales com- 
ponentes del nucleo. ( A , tomada de Werner W. Franke, Int Rev Cytol 
4(supl):130, 1974.) 


de nucleoproteina muy extendidas, denominadas cromatina', 2) 
uno o mas nucleolos, estructuras electrodensas de forma irregular 
que funcionan en la sintesis del RNA ribosomico (acido ribo- 
nucleico) y el ensamble de ribosomas (se explica en la pag. 440); 
3) el nucleoplasma, una sustancia liquida en la que los solutos del 
nucleo se disuelven, y 4) la matriz nuclear, una red fibrilar que 
contiene proteinas. 


La envoltura nuclear 

La separation del material genetico de una celula y el citoplas- 
ma circundante puede ser la distincion mas importante entre 
eucariotas y procariotas, lo que confiere el caracter de punto de 
referenda de la evolution biologica a la aparicion de la envol¬ 
tura nuclear. La envoltura nuclear consta de dos membranas 
celulares organizadas en paralelo una con la otra y separadas 
por un espacio de 10 a 50 nm (fig. 12-2«). Las membranas de 
la envoltura nuclear sirven como una barrera que protege los 
iones, los solutos y las macromoleculas que pasan entre el nucleo 
y el citoplasma. Las dos membranas se fusionan en sitios que 
forman poros circulares que contienen proteinas organizadas en 
complejos. Una celula de mamifero promedio contiene varios 
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FIGURA 12-2 La envoltura nuclear, a ) Esquema que muestra la membrana 
doble, el complejo del poro nuclear, la lamina nuclear y la continuidad de 
la membrana externa con el retfculo endoplasmico rugoso. b) Micrograffa 
electronica de un corte a traves de una porcion de la envoltura nuclear de 
una celula de rafz de cebolla. Notense la doble membrana (NM) con un 
espacio interpuesto, el complejo del poro nuclear (NPC) y la heterocromati¬ 
na relacionada (HC) que no se extiende en la region de los poros nucleares. 
( B , tomada de Werner W. Franke et al., J. Cell Biol, 91:47s, 1981; 

MEDIANTE AUTORIZACION DE DERECHOS RESERVADOS DE LA ROCKEFEL¬ 
LER University Press.) 
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FIGURA 12-3 La lamina nu¬ 
clear. a) Nucleo de una celula 
humana cultivada que se tino 
con anticuerpos marcados con 
fluorescencia para revelar la 
lamina nuclear (rojo), que se 
encuentra en la superficie inter¬ 
na de la envoltura nuclear. La 
matriz nuclear (pag. 508) se 
tino en verde. b) Micrografia 
electronica de una envoltura 
nuclear seca y congelada, som- 
breada con polvo metalico, que 
proviene del oocito de Xenopus 
que se extrajo con el detergen- 
te no ionico Triton X-100. La 
lamina aparece como una malla 
continua que comprende fila- 
mentos orientados de manera 
perpendicular el uno con el 
otro. El recuadro muestra un 
area bien preservada en la que 
los poros nucleares se elimi- 
naron por medios mecanicos. 
c y d, Nucleos de fibroblasto 
de un paciente con HGPS 
(c) y nucleos testigos (d). Los 
nucleos deformes en (c) con- 
tienen una lamina nuclear con 
una proteina lamina A trun- 
cada. (A , tom ad a de H. Ma, 

A. J. Siegel y R. Berezney, 

J Cell Biol, 146:535, 1999. 

Medlante autorizacion 

DE DERECHOS RESERVADOS DE 

la Rockefeller Universi¬ 
ty Press; B, reimpresa con 
AUTORIZACION DE U. AeBI, J. COHN, L. BuHLE Y L. GeRACE, NATURE 
323:561,1986; © derechos reservados 1986, Macmillan Magazines 


Limited. C-D, de G. Novelli and M. R. D’apice, Trends Mol. Med. 
9:371,2003; copyright 2003, con autorizacion de Elsevier Science.) 


miles de proteinas nucleares. Por lo general la membrana exter¬ 
na esta tapizada con ribosomas y se continua con la membrana 
del reticulo endoplasmico rugoso (ER). El espacio entre las 
membranas se continua con la luz del ER (fig. 12-2 a). 

La superficie interna de la envoltura nuclear de las celulas 
animales se une mediante proteinas del tipo integral de membra¬ 
na a una delgada red de filamentos que se conoce como lamina 
nuclear (fig. 12-3). La lamina nuclear brinda el apoyo meca- 
nico a la envoltura nuclear y sirve como sitio de union para las 
fibras de cromatina de la periferia nuclear (fig. 12-2£); asimismo, 
participa (de una manera que aun no se comprende bien) en la 
duplication y transcription del DNA (acido desoxirribonuclei- 
co). Los filamentos de la lamina nuclear miden alrededor de 10 
nm de diametro y se componen de polipeptidos, denominados 
laminas. Las laminas son miembros de la misma superfami- 
lia de polipeptidos que se ensamblan en filamentos intermedios 
de 10 nm del citoplasma (pag. 357). Como en el citoplasma, la 
integridad de los filamentos intermedios que forman la lamina 
nuclear se regula por fosforilacion y desfosforilacion. Se piensa 
que el desensamble de la lamina nuclear previo a la mitosis se 
induce por fosforilacion de las laminas mediante una cinasa de 
la proteina especifica. 


Las mutaciones en uno de los genes de la lamina ( LMNA) 
son la causa de diversas enfermedades del ser humano, incluida 
una forma rara de distrofia muscular (llamada EDMD2) en la 
cual las celulas musculares contienen nucleos excepcionalmente 
fragiles. Las mutaciones en la lamina A, tambien se han vin- 
culado con una enfermedad llamada sindrome de progeria de 
Hutchinson-Gilford (HGPS, del ingles Hutchinson-Gilfordpro¬ 
geria syndrome), que se caracteriza por envejecimiento prematu¬ 
ra y muerte durante la adolescencia a causa de ataque cardiaco o 
apoplejia. En la figura 12-3r se muestran los nucleos malforma- 
dos de las celulas de un paciente con HGPS, lo cual demuestra la 
importancia de la lamina nuclear como una determinante de la 
estructura del nucleo. Resulta interesante notar que el fenotipo 
ilustrado en la figura 12-3r se ha rastreado hasta una mutation 
sinonima, esto es, una que genera un codon diferente a partir del 
mismo aminoacido. En este caso, el cambio en la secuencia de 
DNA altera el modo en que se empalmo la transcription genica, 
lo cual condujo a la production de una proteina mas corta, con 
la consecuencia del genotipo alterado. Este ejemplo ilustra el 
modo en que la secuencia de un gen sirve como “codigo doble”, 
uno que dirige la maquinaria de traduction y otro que dirige la 
maquinaria de empalme. 
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La estructura del complejo del poro nuclear y su funcion 
en el intercambio nucleocitoplasmico La envoltura nuclear 
es la barrera entre el nucleo y el citoplasma, y los poros nucleares 
son las compuertas para cruzar esta barrera. A diferencia de la 
membrana citoplasmica, que previene el paso de macromole- 
culas entre el citoplasma y el espacio extracelular, la envoltura 
nuclear es un punto de actividad para el movimiento del RNA 
y proteinas en ambas direcciones entre el nucleo y el citoplasma. 
La replication y la transcription del material genetico al inte¬ 
rior del nucleo requieren la participation de gran numero de 
proteinas que se sintetizan en el citoplasma y se transportan a 
traves de la envoltura nuclear. En cambio, los mRNA, los tRNA 
y las subunidades ribosomicas que se manufacturan en el nucleo 
deben transportarse por la envoltura nuclear en direction opues- 



FIGURA 12-4 Movimiento de materiales a traves del poro nuclear, a) 

Micrograffa electronica de un extremo del citoplasma nuclear de un ooci- 
to de rana tornado minutos despues de la inyeccion con partfculas de oro 
cubiertas con una protema que en condiciones normales se encuentra en el 
nucleo. Se observa que estas partfculas pasan a traves del centro del 
poro nuclear (flechas) en su ruta desde el citoplasma hacia el nucleo. b ) En 
una magnification mucho mas definida puede verse que las partfculas de oro 
se organizan en un arreglo lineal dentro de cada poro. c) Micrograffa elec¬ 
tronica de un corte a traves de la envoltura nuclear de una celula de insecto 
que muestra el movimiento del material granular (al parecer se trata de una 
subunidad ribosomica) a traves del poro nuclear. ( A - B , cortesia de C. M. 
Feldherr; C,tomada de Barbara J. Stevens y Hewson Swift, J Cell 
Biol, 31:72, 1966; medlante autorizacion de derechos reservados 
de la Rockefeller University Press.) 


ta. Algunos componentes, como los snRNA del espliceosoma 
(pag. 454), se mueven en ambas direcciones; estos se sintetizan 
en el nucleo, se ensamblan en las particulas de RNP (ribonu- 
cleoproteina) en el citoplasma y luego regresan al nucleo, donde 
participan en el procesamiento de mRNA. Para apreciar la mag- 
nitud del trafico entre los dos componentes celulares principales, 
considerese una celula HeLa, que se estima contiene alrededor 
de 10 000 000 de ribosomas. A fin de ensamblar este gran nume¬ 
ro de ribosomas, un solo nucleo de HeLa debe importar cerca 
de 560 000 proteinas ribosomicas y exportar aproximadamente 
14 000 subunidades ribosomicas cada minuto. 

^Como pasan todos estos materiales a traves de la envoltura 
nuclear? En una aproximacion initial, una suspension de dimi- 
nutas particulas de oro se inyecto en celulas y su paso a traves 
de la envoltura nuclear se observo al microscopio electronico. 
Como se ilustra en la figura 12-4«, b, estas particulas se mueven 
del citoplasma al nucleo mediante el paso de una sola fila por 
el centro de los poros nucleares. Las micrografias electronicas 
de celulas fijadas en el curso normal de sus actividades tambien 
muestran que el material particulado puede pasar a traves de 
un poro nuclear. La figura 12-4r presenta un ejemplo en el que 
se presume que el material granular consiste en una subunidad 
ribosomica que pasa por uno de los poros. 

Con base en el hecho de que materiales tan grandes como 
las particulas de oro y las subunidades ribosomicas penetran por 
los poros nucleares, podria asumirse que estos poros son canales 
de abertura, pero es todo lo contrario. Los poros nucleares con- 
tienen un aparato complejo en forma de canastilla denominado 
complejo de poro nuclear (NPC) que al parecer sella el poro 
de manera similar a un tapon, que se proyecta tanto al citoplas¬ 
ma como al nucleoplasma. La estructura del complejo de poro 
nuclear puede verse en las micrografias electronicas de la figura 
12-5 y el modelo de la figura 12-6. El complejo de poro nuclear 
es un complejo supramolecular caracteristico (de 15 a 30 veces la 
masa del ribosoma) que presenta simetria octagonal a causa de 
la repetition octuple de varias estructuras (fig. 12-6). A pesar 
de su tamano y complejidad considerables, los NPC contienen 
solo alrededor de 30 proteinas diferentes, denominadas nucleopo- 
rinas, que estan muy conservadas entre las levaduras y los verte- 
brados. Cada nucleoporina esta presente en por lo menos ocho 
copias, en relation con la simetria octagonal de la estructura. 

Cuando solutos de bajo peso molecular se inyectan en el 
citoplasma de una celula, penetran con rapidez los poros nuclea¬ 
res por difusion simple. Tales solutos pueden difundirse a traves 
de las ranuras entre las columnas que conectan los anillos cito- 
plasmicos y nucleares del complejo de poro nuclear (fig. 12-6). 
Por otro lado, se cree que las proteinas y los RNA pasan a traves 
del canal central del complejo de poro nuclear, como se describe 
mas adelante. El paso de las macromoleculas hacia adentro y 
hacia afuera del nucleo requiere la ayuda de sistemas de trans- 
porte especial. 

En 1982, Robert Laskey y sus colaboradores del Medical 
Research Council de Inglaterra encontraron que la nucleoplasmi- 
na, una de las proteinas que mas abundan en el nucleo de los 
oocitos de anfibio, contiene un grupo de aminoacidos cercanos 
a su grupo carboxilo terminal (C-terminal) que funcionan como 
una seftal de localization nuclear (NLS). Esta secuencia capa- 
cita a una proteina para que pase por los poros nucleares y pene- 
tre en el nucleo. La mejor estudiada, o NLS “clasica”, consiste en 
una o dos secuencias cortas de aminoacidos con carga positiva. El 
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FIGURA 12-5 Micrografia electronica de barrido de un complejo de poro 
nuclear de envolturas nucleares aisladas de un oocito de anfibio. a) Cara 
citoplasmica de la envoltura nuclear que muestra los granulos citoplasmicos 
perifericos de un complejo de poro nuclear, b) Cara nuclear de la envoltu¬ 
ra nuclear que muestra una apariencia semejante a una canasta en la par¬ 
te interna de la porcion del complejo. c ) Cara nuclear de la envoltura que 
muestra la distribucion de los NPC y los sitios donde las porciones intactas 
de la lamina nuclear (NEL) se conservan. En todas estas micrografias las 
envolturas nucleares aisladas se fijaron, deshidrataron y cubrieron con metal. 
(Tomada de M. W. Goldberg y T. D. Allen, J Cell Biol., 119:1431, 

1992; MEDIANTE AUTORIZACION DE DERECHOS RESERVADOS DE LA ROCKE¬ 
FELLER University Press.) 
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FIGURA 12-6 Un modelo de un complejo del poro nuclear (NPC) de ver- 
tebrado. Representation tridimensional de un NPC de vertebrado situado 
dentro de la envoltura nuclear. Esta estructura elaborada consta de diferen- 
tes partes, inclusive una especie de anillo ensamblado (que se muestra en 
azul y gris), una canastilla nuclear (en azul) que semeja una red de pesca 
y ocho filamentos citoplasmicos (en rojo). En este modelo las estructuras 
rodean un tubo central, llamado transportador (que se muestra en rosa). 
La naturaleza, y aun la existencia de un transportador central, es motivo de 
controversias recientes. (Adaptada de M. P. Rout y J. D. Aitchison, J 
Biol Chem, vol. 276, num. 20,16593-16596,2001.) 


antigeno T codificado por el virus SV40, por ejemplo, contiene 
una senal de localization nuclear que se identifica como -Pro- 
Lis-Lis-Lis-Arg-Lis-Val-. Si un aminoacido apolar remplaza 
uno de los aminoacidos basicos en esta secuencia, la proteina 
no puede localizarse en el nucleo. Por el contrario, si esta senal 
de localization nuclear se fusiona con una proteina extranuclear, 
como la albumina de suero, y se inyecta en el citoplasma, la pro¬ 
teina modificada se concentra en ei nucleo. Por tanto el direccio- 
namiento de proteinas hacia el nucleo es similar en principio al 
trafico de otras proteinas que se destinan a la segregation dentro 
de un organelo, como una mitocondria o un peroxisoma (pag. 
318). En todos estos casos las proteinas poseen una “direction” 
especifica que es reconocida por un receptor especifico que media 
su transporte hacia el interior del organelo. 

El estudio del transporte nuclear es un campo de investi¬ 
gation muy activo, impulsado por el desarrollo de sistemas in 
vitro capaces de importar de manera selectiva proteinas y RNP 
hacia el nucleo. Mediante estos sistemas los investigadores pue- 
den identificar que proteinas se requieren para la importation 
nuclear de una macromolecula particular. Estos esfuerzos iden- 
tificaron una familia de proteinas que funcionan como recep¬ 
tors de transporte, que mueven macromoleculas a traves de la 
envoltura nuclear. Dentro de esta familia, las importinas mueven 
macromoleculas del citoplasma hacia el nucleo y las exportinas 
lo hacen en la direction opuesta. 
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Nucleoplasma 





( b ) 0.4 pm 


FIGURA 12-7 Importation de proteinas del citoplasma al niicleo. a ) Pasos 
propuestos de la importacion de proteinas al nucleo segun se describen en 
el texto. Las proteinas que portan una serial de localization nuclear (NLS) 
se unen a un receptor heterodimerico (importina alfa/beta) (paso 1) para 
formar un complejo que se relaciona con los filamentos citoplasmicos (paso 
2). El receptor del complejo de carga se mueve a traves del poro nuclear 
(paso 3) y al interior del nucleoplasma donde interactua con la Ran-GTP y 
se disocia (paso 4). La subunidad de importina beta, en relation con Ran- 
GTP, se transporta de nuevo al citoplasma, donde Ran-GTP se hidroliza 
(paso 5). Despues Ran-GDP se transporta de nuevo al niicleo, donde se 
convierte en Ran-GTP. En cambio, la importina alfa se transporta de regre- 
so al citoplasma. b ) La nucleoplasmina es una proteina presente en gran- 
des concentraciones en el nucleoplasma de los oocitos de Xenopus. Cuando 
las particulas de oro se cubren con proteina nucleoplasmina y se inyectan 
dentro del citoplasma de los oocitos de Xenopus, puede verse que se unen 
a los filamentos citoplasmicos (CF) que se proyectan desde el anillo exter- 
no del complejo del poro nuclear. Tambien se observa que varias particulas 
transitan a traves del poro nuclear (NP) hacia el niicleo. ( A , con base en 
un modelo de M. Ohno et al., Cell 92:327, 1998; B , tomada de W. 
D. Richardson et al., Cell 52:662,1988; con autorizacion de Cell 
Press, cortesia de A. D. Mills.) 


La figura 12-7« describe algunos de los pasos principales 
que ocurren durante la importacion nuclear de una proteina, 
como una nucleoplasmina, que contiene una serial de localiza¬ 
tion nuclear clasica. La importation inicia como una proteina 
que contiene la NLS unida a un receptor soluble de NLS hete¬ 
rodimerico, conocido como importina alfa/beta, que reside en el 
citoplasma (paso 1, fig. 12-7«). Al parecer el receptor de trans- 
porte escolta la proteina “de carga” a la superficie externa del 
niicleo donde esta se ancla a los filamentos citoplasmicos que se 
extienden desde el anillo externo del complejo de poro nuclear 
(paso 2). La figura 12 -lb muestra un niimero de particulas 
de oro unidas a estos filamentos; estas particulas se cubrieron 
con una proteina nuclear que contiene la senal de localization 
nuclear que se transporta a traves del complejo del poro nuclear. 
El complejo receptor-carga se mueve luego a traves del poro 
nuclear (paso 3, fig. 12-7«), al parecer mediante “brincos” de un 
sitio de union en el complejo de poro nuclear al siguiente. La 
translocation a traves del NPC puede acompanarse de cambios 


en la conformation de ciertos componentes del complejo de 
poro nuclear que permiten que la proteina “de carga” entre al 
nucleoplasma. 

Una vez que la proteina cargada paso a traves del complejo 
de poro nuclear y llego al compartimiento nuclear es necesario 
introducir otra molecula clave, una proteina que une GTP (tri- 
fosfato de guanosina) y se conoce como Ran. Del mismo modo 
que otras proteinas que unen GTP, como Sari (pag. 300) y EF- 
Tu (pag. 473) descritas en capitulos anteriores, Ran puede pre- 
sentarse en forma activa unida a GTP o inactiva unida a GDP 
(difosfato de guanosina). La funcion de Ran en la regulation 
del transporte nucleocitoplasmico se basa en mecanismos en los 
que la celula mantiene una alta concentration de proteina Ran- 
GTP en el niicleo y una concentration muy baja de proteina 
Ran-GTP en el citoplasma. El gradiente tan alto de Ran-GTP 
a traves de la envoltura nuclear depende de la compartimenta- 
lizacion de ciertas proteinas accesorias (vease la figura 15-19$ 
para encontrar una mayor explication). Una de estas proteinas 
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accesorias ( RCC1 ) se secuestra en el nucleo, donde promueve la 
conversion de Ran-GDP en Ran-GTP y de esta forma man- 
tiene el alto nivel nuclear de Ran-GTP. Otra proteina accesoria 
(.RanGAPl ) reside en el citoplasma, donde facilita la hidrolisis 
de Ran-GTP en Ran-GDP y mantiene el bajo nivel citoplasmi- 
co de Ran-GTP. Por tanto, la energia liberada por la hidrolisis de 
GTP se emplea en la conservation del gradiente de Ran-GTP a 
traves de la envoltura nuclear. Como se discute mas adelante, el 
gradiente Ran-GTP impulsa el transporte nuclear por un pro- 
ceso que depende solo de la difusion mediada por receptor; en 
este proceso no participan proteinas motoras o ATP-asas. 

Ahora puede regresarse a la description de la via clasica de 
la importation de NLS. Cuando el complejo importina-carga 
llega al nucleo, lo recibe una molecula de Ran-GTP, que se une 
al complejo y causa su desensamblaje como se indica en el paso 
4 de la figura 12-7a. Esta es la funcion aparente del alto nivel 
de Ran-GTP en el nucleo: la promotion del desensamblaje de 
los complejos importados del citoplasma. La carga importada 
se libera en el nucleoplasma y una portion de receptor de NLS 
(la subunidad importina beta) se lanza de regreso al citoplasma 
junto con la proteina Ran-GTP (paso 5). Una vez en el cito¬ 
plasma, la molecula de GTP unida a Ran se hidroliza y libera 
Ran-GDP de la subunidad beta de la importina. Ran-GDP 
regresa al nucleo, donde se convierte de nuevo en la molecula de 
union de estado GTP para efectuar ciclos adicionales de activi- 
dad. La importina alfa se transporta nuevamente hacia el nucleo 
mediante una de las exportinas. 

Ran-GTP desempena una funcion importante en la escol- 
ta de macromoleculas desde el nucleo, del mismo modo que lo 
hace en su importation desde el citoplasma. Recuerdese que, 
en esencia, Ran-GTP se confina al nucleo. Mientras que Ran- 
GTP induce el desensamble de complejos importados, como se 
muestra en el paso 4 de la figura 12-7«, Ran-GTP promueve el 
ensamble de complejos de exportation. Las proteinas exportadas 
del nucleo contienen secuencias aminoacidicas denominadas 
senates de exportation nuclear, o NES, que son reconocidas por 
receptores de transporte que las acarrean a traves de la envoltura 
nuclear hacia el citoplasma. La mayor parte del movimiento de 
transito en esta direction consiste en varios tipos de moleculas 
de RNA —mRNA, rRNA y tRNA— que se sintetizan en el 
nucleo y funcionan en el citoplasma. En la mayoria de los casos 
estos RNA se mueven a traves del NPC como ribonucleopro- 
teinas (RNP). 

Como se senalo en la pagina 476, cuando un pre-mRNA 
se somete a splicing, un complejo de proteinas (el EJC) se depo- 
sita cerca del sitio de cada union exon-exon (fig. 12-8). Una de 
estas proteinas (hamada Aly) tiene una funcion importante en 
la exportation de mRNA mediante la union con un receptor de 
transporte especializado (que se conoce como TAP) para formar 
un complejo que puede moverse por el NPC hacia el citoplasma 
(fig. 12-8). Numerosos estudios demuestran un vinculo funcio- 
nal entre el splicing de pre-mRNA y la exportation de mRNA; 
solo los mRNA maduros (procesados por completo) pueden 
transportarse fuera del nucleo. Si un mRNA aun contiene un 
intron no sometido a splicing, el RNA se retiene en el nucleo. 

Cromosomas y cromatina 

Al parecer los cromosomas aparecen al principio de la mito¬ 
sis y desaparecen una vez que la division celular concluye. La 
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FIGURA 12-8 Exportation de mRNP desde el nucleo. El paso 1 muestra un 
pre-mRNA (transcription primaria) que contiene tres exones y dos intrones. 
El pre-mRNA se somete a splicing para formar un mRNA maduro (paso 2) 
que contiene un complejo proteico (el EJC) que se deposita en el mRNA 20 
a 24 nucleotidos corriente arriba de cada union exon-exon. Una de las sub- 
unidades del EJC es la proteina Aly. En el paso 3 otra proteina llamadaTAP 
se agrega a la molecula de mRNP, lo que la capacita para transportarse a tra¬ 
ves del NPC (paso 4). Despues de pasar por el NPC, Aly y TAP se despegan 
del mRNP (paso 5) y el mRNA se traduce. Los EJC se desplazan desde el 
mRNA durante el primer ciclo de traduction (paso 6). Como se discute en 
la pagina 476, este proceso genera un mecanismo celular para identificar los 
mRNA que contienen un codon de termination prematuro. 


aparicion y desaparicion de los cromosomas hizo surgir en los 
citologos una pregunta que los desafiaba: ^cual es la naturaleza 
de los cromosomas en una celula no mitotica? En la actualidad 
se cuenta con la capacidad para generar una respuesta razonable 
a esta pregunta. 

Empaquetamiento del genoma Una celula humana pro- 
medio contiene cerca de 6.4 mil mihones de pares de bases de 
DNA divididos entre 46 cromosomas (el valor para el nume- 
ro de cromosomas diploides no replicados). Cada cromosoma 
no replicado contiene una molecula continua y unica de DNA; 
entre mas largo es el cromosoma, mas largo es el DNA que con¬ 
tiene. Puesto que cada par de bases mide alrededor de 0.34 nm 
de longitud, la longitud de los 6 mil mihones de pares de bases 
que constituyen una molecula de DNA completa se aproxima a 
2 m. ^Como pueden ajustarse 2 m de DNA en un nucleo de solo 
10 pm (1 X 10 -5 m) de diametro y al mismo tiempo mantener el 
DNA en un estado accesible para las enzimas y proteinas regu- 
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ladoras? De igual importancia, ^como se organiza la unica mole- 
cula de DNA de cada cromosoma de modo que no se enrede en 
forma irremediable con las moleculas de otros cromosomas? Las 
respuestas se encuentran en manera notable en que una molecu- 
la de DNA se empaqueta. 

Nucleosomas: el nivel mmi?no de organization cromosomica Los 
cromosomas se componen de DNA y proteinas relacionadas, que 
en conjunto se conocen como cromatina. El empaquetamien- 
to ordenado del DNA eucariota depende de las histonas, un 
importante grupo de pequenas proteinas que poseen un inusual 
contenido alto de los aminoacidos basicos arginina y lisina. Las 
histonas se dividen en cinco clases, que pueden distinguirse por 
su relation arginina/lisina (cuadro 12-1). Las secuencias ami- 
noacidicas de las histonas, en particular H3 y H4, experimen- 
taron pocos cambios durante largos periodos de la evolution. 
Por ejemplo, las histonas H4 tanto de guisantes como de vacas 
contienen 102 aminoacidos y sus secuencias difieren solo en 
dos residuos de aminoacidos. ^Por que estan tan conservadas 
las histonas? Una razon es que las histonas interactuan con el 
esqueleto de la molecula del DNA, que es identico en todos los 
organismos. Ademas casi todos los aminoacidos de una molecu¬ 
la de histona participan en una interaction con otra molecula, ya 
sea DNA u otra histona. Como resultado, muy pocos aminoaci¬ 
dos de una histona pueden remplazarse con otros aminoacidos 
sin afectar de manera significativa la funcion de la proteina. 

A principio del decenio de 1970, se encontro que cuando la 
cromatina se trataba con nucleasas inespecificas, la mayor parte 
de los DNA se convertian en fragmentos de aproximadamente 
200 pares de bases de longitud. En cambio, un tratamiento simi¬ 
lar del DNA desnudo (es decir, DNA sin proteinas) producia al 
azar una poblacion de fragmentos de DNA de diferentes tama- 
nos. Este hallazgo sugirio que el DNA cromosomico estaba pro- 
tegido del ataque enzimatico, excepto en ciertos sitios repetidos a 
lo largo de su longitud. Se supuso que las proteinas relacionadas 
con DNA conferian la protection. En 1974, con los datos obte- 
nidos de la digestion de nucleasa y otros tipos de information, 
entonces Roger Kornberg, en la Harvard University, propuso 
una estructura por complete nueva para la cromatina. Kornberg 


Cuadro 12-1 


Histonas del timo de ganado bovino 


Histona 

Numero 

de 

residuos 

Masa 

(kDa) 

%Arg 

%Lis 

UEP* 

(x 10“ 6 

anos) 

HI 

215 

23.0 

1 

29 

8 

H2A 

129 

14.0 

9 

11 

60 

H2B 

125 

13.8 

6 

16 

60 

H3 

135 

15.3 

13 

10 

330 

H4 

102 

11.3 

14 

11 

600 


* Unidad de periodo evolutivo: el tiempo en que la secuencia de aminoacidos de una 
proteina cambia 1% despues que dos especies divergieron. 


postulo que el DNA y las proteinas histonicas se organizan 
en subunidades repetidas, denominadas nucleosomas. Ahora 
se sabe que cada nucleosoma contiene una particula nuclear de 
nucleosoma que consiste en 146 pares de bases de DNA super- 
enrollado (pag. 400) envuelto por lo menos dos veces alrededor 
de un complejo en forma de disco de ocho moleculas de histona 
(fig. 12-9«). El nucleo de histona de cada nucleosoma consta 
de dos copias de cada histona H2A, H2B, H3 y H4, ensambla- 
das en un octamero, como se discute mas adelante. La histona 
restante (la del tipo HI) reside fuera de la particula nuclear del 
nucleosoma. La histona HI se refiere como histona de union por- 
que enlaza parte del DNA de union que conecta una particula 
del nucleo del nucleosoma con la siguiente. Los estudios con 
fluorescencia indican que las moleculas HI se disocian y vuel- 
ven a unirse continuamente con cromatina. La proteina HI y 
el octamero de histona interactuan juntos con alrededor de 168 
pares de bases del DNA. Las moleculas de histona HI pueden 
retirarse de manera selectiva de las fibras de cromatina mediante 
el tratamiento con soluciones de fuerza ionica baja. Cuando la 
cromatina fibre de histona HI se observa bajo el microscopio 
electronico, las particulas nucleares del nucleosoma y el DNA 
desnudo que establece la union entre histona e histona pueden 


FIGURA 12-9 Organization de la cro- Octamero 
matina en nucleosomas. a) Esque- de histona 
ma que muestra la estructura de una 
particula de nucleosoma nuclear y 
una molecula de histona HI rela- 
cionada. La particula nuclear por si 
misma consiste en alrededor de 1.8 
vueltas (146 pares de bases) de DNA 
superenrollado en forma negativa 
alrededor de las ocho moleculas de 
histona nuclear (dos de cada H2A, 

H2B, H3 y H4). La histona de union 
HI se une cerca de los sitios donde 
el DNA entra y sale del nucleosoma. 

Se muestran dos posiciones alternas 
de la molecula de HI. b ) Microgra- 
fia electronica de fibras de cromatina 
liberadas del nucleo de una celula de 

Drosophila en un amortiguador de muy baja fuerza ionica. Las particulas 
nucleares de nucleosoma miden cerca de 10 nm de diametro y se conectan 
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mediante cadenas cortas de DNA de union, que miden alrededor de 2 nm 
de diametro. (B, cortesia de Oscar L. Miller, Jr.) 
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FIGURA12-10 Estructuratridimensionaldeunnucleosomacomoserevela 
mediante cristalografia de rayos X. a) Partfcula nuclear de nucleosoma vis¬ 
ta desde el eje central de la helice de DNA, que muestra la position de cada 
una de las ocho moleculas de histona en el nucleo octamerico. Se observa 
que las histonas se organizan dentro de cuatro complejos dimericos. Los dos 
dimeros H3 y H4 se vinculan entre si en el centro de la partfcula nuclear y 
forman un tetramero, en tanto que los dos dimeros H2A-H2B se posicio- 
nan uno a cada lado del tetramero (H3-H4) 2 . Cada dfmero de histona une 
27 a 28 pares de bases de DNA, con contactos que ocurren donde el surco 
menor de DNA toca el nucleo de histona. b ) Esta vista perpendicular al eje 
central evidencia la forma de disco de la particula nuclear del nucleosoma. 
c) Modelo esquematico simplificado de la mitad de una partfcula nuclear 
de nucleosoma que muestra una vuelta de la superhelice del DNA (73 
pares de bases) y cuatro moleculas de histona nuclear. Las cuatro histonas 


se presentan en colores diferentes, como lo indica la clave de colores. Cada 
histona nuclear consta de: 1) una region globular, conocida como “histona 
plegada”, que consiste en tres helices alfa (representadas por los cilindros) 
y 2) una cola N-terminal extendida y flexible (indicada por la letra N) que 
se proyecta fuera del disco de histona mas alia de la doble helice de DNA. 
Los puntos intermitentes de interaction entre las moleculas de histona y el 
DNA se indican con ganchos de color bianco. Las lfneas punteadas senalan 
la portion mas externa de las colas de histona; estas colas flexibles carecen 
de una estructura terciaria definida y por tanto no aparecen en las estruc- 
turas obtenidas por rayos X que se muestran en ay b . {A y B , reimpresas 
con autorizacion de Karolin Luger et al., Nature 389:251, 1997; 

CORTESIA DE TlMOTHY J. RICHMOND. C, REDIBUJADA DE D. RHODES; © 

Derechos reservados 1997, Macmillan Magazines Limited.) 


verse como elementos separados, lo que confiere la apariencia de 
“cuentas de un collar” (fig. 12-9 b). 

La comprension del empaquetamiento del DNA avanzo 
de manera notable en anos recientes gracias a los importantes 
datos de la particula del nucleo de nucleosoma obtenidos por 
cristalografia de rayos X (fig. 12-10). Las ocho moleculas de 
histona que comprenden una proteina nuclear del nucleosoma 
se organizan en cuatro heterodimeros: dos dimeros H2A-H2B 
y dos dimeros H3-H4 (fig. 12-10 a, c). La dimerization de las 
moleculas de histona es mediada por sus dominios C-terminal, 
que constan sobre todo de helices alfa (representadas por cilin¬ 
dros en la figura 12-10r) plegadas en una masa compacta en el 
nucleo del nucleosoma. En cambio, el segmento amino terminal 
(N-terminal) de cada nucleo histonico (y tambien el segmento 
C-terminal de H2A) toma la forma de una cola flexible y larga 
(representada por las lineas punteadas en la figura 12-10r) que 
se extiende mas alia de la helice de DNA y hacia los alrededo- 
res. Estas colas son bianco de una variedad de modificaciones 
covalentes cuyas funciones clave se exploran mas adelante en 
este capitulo. 

Las modificaciones histonicas no son solo un mecanismo 
para alterar las caracteristicas de la histona de los nucleosomas. 
Ademas de las cuatro histonas “convencionales” que se discutie- 
ron antes, diferentes versiones alternativas de nucleo de histonas 
tambien se sintetizan en la mayor parte de las celulas. La impor- 
tancia de estas variantes de histonas, como se denominan, aun 


no se determina, pero al parecer tienen funciones especializadas 
(cuadro 12-2). La localization y las presuntas funciones de una 
de estas variantes, CENP-A, se estudia en la pagina 506. Otra 
variante, la H2AX, se distribuye a traves de la cromatina, don¬ 
de remplaza a la histona conventional H2A en una fraction de 
los nucleosomas. H2AX se convierte en fosforilada en sitios 
de rotura de DNA y puede participar en el reclutamiento de las 
enzimas que reparan el DNA. Otras dos variantes de histonas 
centrales —H2AZ y H3.3— pueden incorporarse en nucleoso- 


Cuadro 12-2 


Variantes de histonas 


Tipo 

Variante 

Localization 

Funcion 

retacionada 

H2A 


H2AX 

A lo largo de la 
cromatina 

Reparation del DNA 


H2AZ 

Eucromatina 

Transcription 


macro H2A 

Inactivation del 
cromosoma X 

Silenciamiento 

transcripcional 

H3 


CENP-A 

Centromere 

Ensamble del 
cinetocoro 


H3.3 

Transcription 
de loci 

Transcription 
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mas de genes cuando son activadas, y es posible que participen 
en promover la transcripcion del locus genetico. 

El DNA y los nucleos de histonas se mantienen juntos 
mediante distintos tipos de enlaces no covalentes, inclusive los 
enlaces ionicos entre los fosfatos con carga negativa del esquele- 
to de DNA y los residuos con carga positiva de las histonas. Las 
dos moleculas hacen contacto en sitios donde el surco menor del 
DNA se relaciona con el nucleo de la histona, lo que ocurre a 
intervalos aproximados de 10 pares de bases (los ganchos blan- 
cos en la figura 12-10c). Entre estos puntos de contacto las dos 
moleculas estan separadas por un espacio considerable, que debe 
brindar acceso a los factores de transcription del DNA y otras 
proteinas que unen DNA. Aunque por muchos anos se penso 
que las histonas eran moleculas estructurales inertes, como se 
vera en las siguientes secciones, estas pequenas proteinas tienen 
funciones de importancia critica en la determination de la acti- 
vidad del DNA con el que se relacionan. 

Esta section initio resaltando como un nucleo de 10 pm 
de diametro puede empaquetar 200 000 veces esta longitud de 
DNA dentro de sus limites. El ensamble de los nucleosomas es 
el primer paso importante en el proceso de compactacion. Con 
un espaciamiento nucleotido-nucleotido de 0.34 nm, los 200 
pares de bases de un solo nucleosoma de 10 nm deben alcanzar 
cerca de 70 nm de longitud si se extienden por completo. En 


consecuencia se dice que la relation de empaquetamiento del 
DNA de los nucleosomas se aproxima a 7:1. 

Niveles elevados de la estructura de la cromatina Una molecula 
de DNA embobinada alrededor de las particulas nucleares del 
nucleosoma de 10 nm de diametro es el nivel mas bajo de orga¬ 
nization de la cromatina. Sin embargo, la cromatina no existe 
dentro de la celula en su estado relativamente extendido, un 
estado que semeja las “cuentas de un collar”. Las micrografias 
electronicas de cortes a traves del nucleo revelan gran numero 
de pequenos puntos, de alrededor de 30 nm de diametro, tres 
veces el tamano de un nucleosoma. Estos puntos son fibras de 
cromatina que se seccionaron en un corte transversal. Cuando 
la cromatina se libera del nucleo y se prepara a fuerzas ionicas 
fisiologicas, se observa una fibra de grosor similar (30 nm) (fig. 
12-11 a). La estructura de la fibra de 30 nm permanece sujeta a 
debate a pesar de mas de dos decenios de investigation. La figura 
12-117, c muestra dos modelos en los que el filamento nucleoso- 
mico se enrolla en un orden superior, una fibra mas gruesa. Sin 
considerar la forma en que lo anterior se realiza, el ensamble 
de la fibra de 30 nm incrementa el indice de empaquetamiento 
unas seis veces mas, o cerca de 40 veces en total. 

El mantenimiento de las fibras de 30 nm depende de la 
interaction entre las moleculas de histona y los nucleosomas 
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FIGURA 12-11 La fibra de 30 nm: 
un nivel superior de la estructura 
de la cromatina. a ) Micrografia 
electronica de una fibra de croma¬ 
tina de 30 nm liberada del nucleo 
despues de lisar una celula en una 
solution de sales hipotonicas. b ) En 
el modelo de “zigzag”, el DNA de 
union se encuentra en un estado 
extendido recto que salta alternati- 
vamente entre particulas centrales 
consecutivas, que se organizan en 
pilas adyacentes de nucleosomas. 
c) En el modelo de “solenoide”, el 
DNA de union se curva suavemen- 
te al conectar particulas centrales 
consecutivas, que se organizan en 
una sola estructura helicoidal con- 
tinua que contiene unos seis a ocho 
nucleosomas por vuelta. En estos 
modelos, el octamero de histona se 
muestra en azul, el DNA en magen¬ 
ta y la histona HI de union en ama- 
rillo. Varios experimentos recientes 
han aportado pruebas que apoyan 
el modelo en zigzag. (A, cortesi'a 
de Barbara Hamkalo y Jerome 
B. Rattner; B y C, tomadas de 
Sepideh Khorasanizadeh, Cell 
116:262, 2004; con autorizacion 
de Cell Press.) 
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vecinos. Las histonas de union y las histonas nucleares partici- 
pan en un empaquetamiento de orden superior de la cromatina. 
Si, por ejemplo, las histonas de union HI se extraen de manera 
selectiva de la cromatina compactada, las fibras de 30 nm no se 
enrollan para formar las cuentas de filamentos mas delgados y 
extendidos que se muestran en la figura 12-9b. La nueva adi- 
cion de histona HI conduce a la restauracion de la estructura 
de orden superior. Las histonas nucleares de los cromosomas 
adyacentes pueden interactuar una con otra por medio de sus 
colas flexibles y largas. Los estudios estructurales indican, por 
ejemplo, que la cola N-amino terminal de una histona H4 de 
una particula nuclear de nucleosoma puede alcanzar el exterior y 
hacer contacto extensivo tanto con los enlaces ( linker) de DNA 
entre las particulas de nucleosoma como con el dimero H2A/ 
H2B de las particulas adyacentes. Se cree que estos tipos de in- 
teraccion median el plegamiento de los filamentos nucleosomicos 
en fibras mucho mas gruesas. De hecho las fibras de cromatina 
preparadas con histonas que pierden sus colas son incapaces de 
plegarse en fibras de un orden superior. 

Se cree que la siguiente etapa en la jerarquia del empaque¬ 
tamiento de DNA ocurre cuando los filamentos de cromatina de 
30 nm se organizan en una serie de asas muy amplias superen- 
rolladas, o dominios, que pueden compactarse en fibras aun mas 
gruesas (de 80 a 100 nm). A1 parecer las asas de DNA se unen 
en sus extremos con proteinas que forman parte de un andamiaje 
nuclear organizado o matriz (descrito en la pag. 508). Entre estas 
proteinas se encuentra una topoisomerasa tipo II que se presume 
regula el grado de superenrollamiento del DNA. Podria esperar- 



(a) 2 am 


FIGURA 12-12 Asas de cromatina: un nivel superior de la estructura de la 
cromatina. a) Micrografia electronica de un cromosoma mitotico que se 
trato con una solucion de sulfato de dextran para remover histonas. El cro¬ 
mosoma desprovisto de histonas muestra asas de DNA unidas por sus bases 
a una proteina residual de andamiaje. b) En esta micrografia de un cromo- 


se que la topoisomerasa tambien desenredara las moleculas de 
DNA de diferentes asas cuando estan entrelazadas. 

Por lo general las asas de las fibras de cromatina se dise- 
minan dentro del nucleo y no es posible visualizarlas, pero su 
presencia puede revelarse en ciertas circunstancias. Por ejem¬ 
plo, cuando cromosomas mitoticos aislados se tratan con reacti- 
vos que extraen las histonas, puede verse que el DNA fibre de 
histona se extiende hacia afuera como asas de una proteina 
de andamiaje (fig. 12-12a). Tipos similares de asas pueden verse 
en los cromosomas en interfase politeno de celulas de insecto 
(vease fig. 10-8) y en la meiosis de los cromosomas deshilachados 
de oocitos de anfibio (fig. 12-12A). 



soma deshilachado aislado de un oocito de anfibio tambien se observan los 
dominios de cromatina que forman asas. ( A , tomada de James R. Paulson 
y U. K. Laemmli, Cell 12:823,1977; con autorizacion de Cell Press; 
B , cortesia de Joseph G. Gall.) 
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FIGURA 12-15 Niveles de organization de la cromatina. Moleculas de 
DNA desnudo embobinadas alrededor de las histonas para formar nucleo- 
somas, que representan el nivel mas bajo de organizacion de la cromatina. 
Los nucleosomas se organizan en fibras de 30 nm, que a su vez lo hacen 
en dominios de asas. Cuando las celulas se preparan para la mitosis, las 
asas se compactan aun mas y forman los cromosomas mitoticos (vease fig. 

14-13). 


Los cromosomas mitoticos representan la ultima etapa del 
empaquetamiento de la cromatina; un cromosoma mitotico de 
1 |im de longitud suele contener cerca de 1 cm de DNA, lo que 
representa una relation de empaquetamiento de 10 000:1. Esta 
compactacion ocurre por un proceso que aun no esta bien com- 
prendido,y se discute en la section 14.2. La figura 12-13 presen- 
ta una revision de varios niveles de organizacion de la cromatina, 
desde el filamento nucleosomico al cromosoma mitotico. 


difusa de la interfase. Sin embargo, por lo general cerca de 10% 
de la cromatina permanece en forma condensada o compactada 
durante la interfase. Esta cromatina compactada y tenida de for¬ 
ma densa puede apreciarse en la periferia del nucleo en la figura 
12-1 a. La cromatina que se mantiene compactada durante la 
interfase se conoce como heterocromatina para distinguirla 
de la eucromatina, que retorna al estado disperso. Cuando se 
alimenta a las celulas con el precursor de RNA uridina [H 3 ] 
radiactiva que marca el RNA, que despues se fija, secciona y 
autorradiografia, los grumos de heterocromatina permanecen 
sin marca, lo que indica que tienen poca o ninguna actividad 
transcriptional. El estado de una region particular del genoma, 
sea eucromatica o heterocromatica, es heredado de manera esta- 
ble de una generation celular a la siguiente. 

La heterocromatina se divide en dos clases. La hetero¬ 
cromatina constitutiva permanece en el estado compactado 
en todas las celulas durante todo el tiempo y por tanto repre¬ 
senta el DNA permanentemente silenciado. En las celulas de 
mamifero, la mayor parte de la heterocromatina constitutiva se 
encuentra en la region que flanquea los telomeres y el centrome¬ 
re de cada cromosoma y un poco en otros sitios, como la parte 
distal del brazo del cromosoma Y, en los machos de mamifero. 
El DNA de la heterocromatina constitutiva consiste sobre todo 
en secuencias repetidas (pag. 404) y contiene hasta cierto punto 
pocos genes. De hecho cuando los genes que en condiciones 
normales son activos se mueven a una position adyacente de 
la heterocromatina (tales cambios de position son resultado 
de transposition o translocation), tienden a silenciarse desde 
el punto de vista transcriptional, un fenomeno conocido como 
efecto de position. Se cree que la heterocromatina contiene com- 
ponentes cuya influencia puede propagarse cierta distancia hacia 
afuera y afectar los genes cercanos. Al parecer, la diseminacion 
de la heterocromatina a lo largo de los cromosomas es bloqueada 
por secuencias barrera especializadas ( elementos defrontera) en el 
genoma, por la presencia de cromatina que contiene la variante 
de histona H2AZ (pag. 493), o por ambas cosas. 

A diferencia de la variedad constitutiva, la heterocroma¬ 
tina facultativa es una cromatina que se inactiva de manera 
especifica durante ciertas fases de la vida de un organismo o en 
ciertos tipos de celulas diferenciadas (como en la figura 17-8 b). 
Un ejemplo de heterocromatina facultativa puede observarse al 
comparar celulas de hembra de mamifero con celulas de macho. 
Las celulas de los machos tienen un pequeno cromosoma Y y un 
cromosoma X mucho mas grande. Como los cromosomas X y Y 
tienen pocos genes en comun, los machos poseen una sola copia 
de la mayor parte de los genes que se portan en los cromosomas 
sexuales. Aunque las celulas de las hembras contienen dos cro¬ 
mosomas X, solo uno de ellos ejerce actividad transcriptional. 
El otro cromosoma X permanece condensado como un cumulo 
de heterocromatina (fig. \2-\Aa) que se denomino corpusculo de 
Barr en honor del investigador que lo descubrio en 1949. La 
formation del corpusculo de Barr asegura que las celulas tanto 
de hembras como de machos tengan el mismo numero de cro¬ 
mosomas X activos y por tanto sinteticen cantidades equivalen- 
tes de productos codificados por los genes que estan incluidos 
en el cromosoma X. 


Heterocromatina y eucromatina Una vez que la mitosis 
termina, la mayor parte de la cromatina de los cromosomas 
mitoticos que se encuentran compactados regresa a su condition 


Inactivation del cromosoma X Con base en sus estudios de la 
herencia del color del pelaje en el raton, la genetista britanica 
Mary Lyon, en 1961 propuso lo siguiente: 
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FIGURA 12-14 El cromosoma X inactivo: un ejemplo de heterocromati- 
na facultativa. a) La inactivacion del cromosoma X en el nucleo de las 
celulas de una mujer aparece como una estructura heterocromatica tenida 
con tono oscuro, llamada corpusculo de Barr (flechas). b) Gato manchado. 
La inactivacion aleatoria de cualquier cromosoma X en diferentes celulas 
durante el desarrollo temprano del embrion crea un mosaico de manchas 
de tejido. Cada mancha comprende los descendientes de una sola celula 
que estuvo presente en el embrion en el momento de la inactivacion. Los 
parches son evidentes en los gatos con manchas, que son heterocigotos y 
tienen un alelo para el color negro que reside en uno de los cromosomas X 


y un alelo para el color naranja en el otro cromosoma X. Esto explica por 
que casi no existen gatos con manchas: todas las celulas en el macho son ya 
sea blancas o naranjas en el color de su pelaje por el alelo que poseen. (Las 
manchas blancas de este gato se deben a un diferente gen que determina el 
color del pelaje.) c) Este gatito fue clonado del que se muestra en b. Ambos 
son geneticamente identicos pero tienen distintos patrones de pelaje, un 
hecho que refleja la naturaleza aleatoria del proceso de desactivacion de 
cromosomas X. ( A , cortesia de Murray L. Barr; B Y C , cortesia del 
College of Veterinary Medicine and Biomedical Sciences, Texas 
A&M University.) 


1. La heterocromatizacion del cromosoma X en hembras de 
mamiferos ocurre durante la fase temprana del desarrollo 
embrionario y conduce a la inactivacion de los genes en ese 
cromosoma. 

2. La heterocromatizacion en el embrion es un proceso aleatorio 
en el sentido de que los cromosomas X que derivan del padre 
y los cromosomas X que derivan de la madre permanecen 
con igual probabilidad de convertirse en inactivos en cual¬ 
quier celula determinada. En consecuencia, en el tiempo de la 
inactivacion, el X paterno puede inactivarse en una celula del 
embrion y el X materno puede hacerlo en una celula vecina. 
Una vez que se ha desactivado un cromosoma X, su estado 
heterocromatico se transmite a traves de muchas divisiones 
celulares, de modo que el mismo cromosoma X es inactivo en 
todas las descendientes de esa celula en particular. 

3. La reactivacion del cromosoma X heterocromatizado tiene 
lugar en celulas germinales antes del inicio de la meiosis. En 
consecuencia los cromosomas X son activos durante la oogene¬ 
sis y todos los gametos reciben un cromosoma X eucromatico. 

La hipotesis de Lyon se confirmo pronto. 1 Puesto que los 
cromosomas X tanto paternos como maternos pueden conte- 


1 La desactivacion al azar de cromosomas X que se considera aqui, la cual se produce 
despues de que el embrion se implanta en el utero, es en realidad la segunda oleada 
de desactivacion de cromosomas X que ocurre en el embrion. La primera, que se 
presenta en una fase muy temprana del desarrollo, no es aleatoria sino que conduce 
solo a la desactivacion de cromosomas X aportados por el padre. Esta desactivacion 
temprana de cromosomas X paternos es mantenida en las celulas que dan origen a 
tejidos extraembrionarios (p. ej., la placenta) y no se analiza en el texto (vease Science 
303:633, 2004; Curr. Biol. 14:R323, 2004). La desactivacion temprana de cromo¬ 
somas X paternos se anula en celulas que dan origen a tejido embrionario, y ocurre 
despues la desactivacion al azar. 


ner alelos diferentes para el mismo rasgo, las hembras adultas 
son en un sentido mosaicos gene'ticos, en los que alelos diferentes 
funcionan en celulas distintas. El mosaicismo del cromosoma 
X se refleja en la coloracion en parches del pelaje de algunos 
animates, inclusive los gatos con manchas (fig. 12-14 b, c). Como 
los genes de la pigmentation en humanos no se localizan en el 
cromosoma X, en ellos no se observa el fenomeno de “mujeres 
con manchas”. No obstante, el mosaicismo que se debe a la inac¬ 
tivation del cromosoma X puede demostrarse en mujeres. Por 
ejemplo, si un rayo angosto de luz roja o verde se proyecta en 
los ojos de una mujer portadora heterocigotica para la ceguera 
al color rojo-verde, parches de celulas retinianas con defectos en 
la vision del color pueden encontrarse mezclados entre parches 
con vision normal. 

El mecanismo que ocasiona la inactivation de X es un foco 
de atencion desde un informe de 1992 que sugiere que la inac¬ 
tivation la inicia una molecula de RNA no codificante (mas que 
una proteina), que se transcribe desde uno de los genes (llama- 
do XIST en humanos) en el cromosoma X que se convierte en 
inactivo. El RNA de XIST es una transcription muy larga (mas 
de 17 kb de longitud), que se distingue de otros RNA no codi- 
ficantes (pag. 459) que tienden a ser muy pequenos. El RNA de 
XIST no se difunde en el nucleoplasma sino que se acumula a 
lo largo de los cromosomas justo antes de su inactivacion. 2 El 
gen XIST es necesario para iniciar la inactivation, pero no para 
mantenerla de una generation de la celula a la siguiente. Esta 
conclusion se basa en el descubrimiento de que las celulas tumo- 


2 Alrededor de 15% de los genes en el cromosoma escapa de la inactivacion mediante 
un mecanismo que se desconoce. Los “escapes” incluyen genes que tambien estan 
presentes en el cromosoma Y, lo que asegura que se expresen en la misma forma 
en ambos sexos. 
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rales de ciertas mujeres contienen un cromosoma X inactivado 
cuyo gen XIST se elimino. Se cree que la inactivation del X se 
mantiene mediante mediation de DNA (pag. 529) y modifica- 
ciones histonicas, como se discute en la siguiente section. 

El codigo de histona y la formation de heterocromati- 

na La figura 12-10r muestra un modelo esquematico de una 
particula nuclear de nucleosoma con sus colas de histona pro- 
yectandose hacia afuera. Pero este es solo un retrato muy general 
que oculta importantes diferencias entre los nucleosomas. Las 
celulas contienen un ordenamiento destacado de enzimas que 



FIGURA 12-15 Modiiicaciones histonicas y “codigo histonico”. Las his- 
tonas pueden modificarse enzimaticamente mediante la union covalente 
de grupos fosfato, metilo y acetilo (y otros que no se explican). La ilus- 
tracion indica las posiciones en las colas N-terminal de las cuatro histonas 
nucleares en las que cada uno de estos tres grupos puede agregarse. Los 
grupos metilo se agregan a residuos de arginina o lisina; los grupos acetilo, a 
los residuos de lisina, y los grupos fosfato, a los residuos de serina. El asunto 
es aun mas complejo, porque cada residuo lisina puede tener uno, dos o tres 
grupos metilo agregados, y cada residuo arginina tener uno o dos grupos 
metilo agregados. Determinadas modificaciones, o combinaciones de modi¬ 
ficaciones, se relacionan con actividades especfficas de la cromatina, lo cual 
ha dado origen al concepto de codigo de histonas. Aquf la exposicion se 
restringe a los residuos lisina, que son los mejor estudiados. Las letras rojas 
A y R representan activacion y represion transcripcionales, respectivamente. 
La acetilacion de lisinas en las histonas H3 y H4 se correlaciona estrecha- 
mente con la activacion transcripcional. Los efectos de la metilacion de las 
lisinas de H3 y H4 dependen en gran medida de cual de estos residuos 
se modifique. Por ejemplo, la metilacion de la lisina 9 de la histona H3 
(esto es, H3K9) suele estar presente en la heterocromatina y se vincula con 
la represion transcripcional, como se expone en el texto. La metilacion de 
H3K27 y H4K20 tambien se relaciona fuertemente con represion trans¬ 
cripcional, mientras que la metilacion de H3K4 y H3K36 se vincula con 
activacion. (C, tomada de G. Felsenfeld & M. Groudine, reimpresa 
con autorizacion de Nature 421:450,2003; © derechos reservados 
2003, Macmillan Magazines Limited.) 


son capaces de agregar grupos quimicos o removerlos de resi¬ 
duos de aminoacidos especificos en las colas de histona. Estos 
residuos que estan sujetos a modification, de manera notable 
por metilacion, acetilacion o fosforilacion, estan representados 
mediante barras de color en la figura 12-15. Hace pocos anos 
surgio la hipotesis que se conoce como el “codigo de histona”, 
que postula que el estado de actividad de una region de la cro¬ 
matina depende de modificaciones especificas, o combinaciones 
de modificaciones, de las colas de histona en esa region. En otras 
palabras, el patron de modificaciones que adorna las colas de 
histona del nucleo contiene information codificada que deter- 
mina las propiedades de esos nucleosomas. Los estudios reali- 
zados hasta la fecha sugieren que las modificaciones de la cola 
de histona actuan principalmente como sitios de acoplamiento 
para reclutar un conjunto especifico de proteinas no histonicas, 
que luego determinan las propiedades y actividades de ese seg- 
mento de cromatina. 

Se piensa que la modification de histona influye en la 
estructura y la funcion de la cromatina en dos niveles, al afectar: 
1) el grado de compactacion; en especial si una region de la cro¬ 
matina es heterocromatica o eucromatica, y 2) la probabilidad 
de que un gen o un grupo de genes vaya a ser transcrito. Por 
el momento este texto se restringira a la discusion del tema de 
la heterocromatizacion y el modo en que ocurre, por ejemplo, 
durante la inactivation del cromosoma X. Para fines practicos 
se enfocara en las modificaciones de un solo residuo de ami- 
noacido (lisina 9 de H3) que ilustra los principios generales 
mediante los cuales las celulas utilizan el codigo de histona. Las 
acciones de varias otras modificaciones de histona se indican en 
la figura 12-15. 

La comparacion de los nucleosomas presentes al interior 
de la heterocromatina con los dominios de la eucromatina 
revela grandes diferencias. El residuo de lisina en la position 
numero 9 (Lis9 o K9) de la histona H3 en los dominios de 
heterocromatina esta muy metilado, mientras que este mismo 
residuo tiende a desmetilarse en los dominios de eucromatina, 
aunque puede acetilarse. La elimination de los grupos acetilo 
de las histonas H3 y H4 es uno de los pasos iniciales para la 
conversion de eucromatina en heterocromatina. La correlation 
entre represion transcripcional y desacetilacion de histona puede 
verse si se compara el cromosoma X heterocromatico inactivo de 
las celulas femeninas, que contiene histonas desacetiladas, con el 
cromosoma X eucromatico, cuyas histonas presentan un nivel 
normal de acetilacion (fig. 12-16). La desacetilacion de histonas 
se acompana de la metilacion de H3K9, la cual es catalizada por 
una enzima (una metiltransferasa de histona) que al parecer se 
dedica solo a esta tarea. En humanos esta enzima, denominada 
SUV39H1, puede encontrarse al interior de la heterocromatina, 
donde es posible que estabilice la naturaleza de la heterocroma¬ 
tina de esta region por medio de su actividad de metilacion. 

La formation de una lisina metilada en la position numero 
9 confiere a la cola de la histona H3 una propiedad importante: 
la capacidad de unirse con alta afinidad a proteinas que contie¬ 
nen un dominio particular, llamado cromodominio. El genoma 
humano contiene por lo menos 30 proteinas con cromodomi- 
nios, el mejor estudiado de estos es Xaproteina 1 heterocromatica 
(o HP1). La HP1 participa en la formation y el mantenimiento 
de la heterocromatina. Se piensa que una vez que la HP1 se 
une a una cola de H3, interactua con otras proteinas, incluidas 
a) SUV39H1, la enzima que metila el residuo H3K9 y b) otras 
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FIGURA 12-16 Demostracion experimental de una correlacion entre acti- 
vidad transcripcional y acetilacion de histona. Este frotis de cromoso- 
mas en metafase se marco con anticuerpos fluorescentes contra histona H4 
acetilada, que emite fluorescencia verde. Es evidente que todos los cromo- 
somas excepto el cromosoma X desactivado se tinen intensamente con el 
anticuerpo contra la histona acetilada. (Tomada de P. Jeppesen y B. M. 
Turner, portada de Cell vol. 74, num. 2,1993; con autorizacion de 
Cell Press.) 


moleculas de HP1 en nucleosomas cercanos. Estas propiedades 
de union de la molecula de HP1 promueven la formation de una 
red interconectada de nucleosomas metilados, lo que conduce al 
dominio de cromatina compactada de un orden superior. Y lo 
que es mas importante, este estado se transmite a traves de las 
divisiones celulares de una generation celular a la siguiente (lo 
que se expone en la pagina 507). 

Estudios realizados en varios organismos indican que los 
RNA pequenos, similares en naturaleza a los que participan en 
la interferencia de RNA (pag. 459), desempenan una funcion 


importante en la selection de una region del genoma para que se 
someta a metilacion histonica y heterocromatizacion posterior. 
Si, por ejemplo, los componentes de la maquinaria del iRNA 
se eliminan, la metilacion de H3 y la heterocromatizacion se 
detienen. Estos hallazgos apuntan a otras actividades de la lista 
creciente de funciones que los RNA no codificantes realizan. La 
figura 12-17 muestra un modelo de los tipos de fenomenos que 
tienen lugar durante la heterocromatizacion. 
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FIGURA 12-17 Modelo que muestra los fenomenos posibles durante la for¬ 
macion de la heterocromatina. Estudios recientes sugieren que los RNA 
que no codifican tienen una funcion importante en el control de la hetero¬ 
cromatizacion. En este modelo los RNA se transcriben de ambas cadenas 
de las secuencias repetidas de DNA (paso 1). Los RNA forman molecu¬ 
las de doble cadena (paso 2) que son procesadas por la endonucleasa Dicer 
y otros componentes de la maquinaria de iRNA (pag. 460) para formar 
RNA monocatenario guia y un complejo proteinico relacionado (paso 3). 
En el paso 4, el RNA ha reclutado la enzima SUV39H1 llamada HMTasa, 
que es guiada a una porcion de la cromatina que se encuentra en estado de 
eucromatina. Una vez ahi, la HMTasa cataliza la adicion de grupos metilo 
al residuo K9 de las histonas centrales H3 (paso 5), que sirven como sitios 
de union para la proteina HP1 (paso 6). El elemento de frontera en el DNA 
impide que la heterocromatizacion se disemine a las regiones adyacentes 
de cromatina. Una vez que HP1 se ha unido a las colas de histona, la cro¬ 
matina puede empacarse en estructuras mas compactas de orden superior 
mediante la interaccion entre las moleculas proteinicas de HP1 (paso 7). La 
enzima SUV39H2 tambien puede unirse a las colas de histona metilada (no 
se muestran) de modo que nucleosomas adicionales pueden metilarse. En 
el paso 8 se forma una region de heterocromatina altamente compactada 
(Nota: la HP1 puede estar presente como isoformas con propiedades muy 
diferentes.) 
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Gota de sangre 


Transferencia a un 
vial para cultivo 




Cultivar 72 h, luego 
agregar colquicina por 
30 min a 3 h. Colectar las 
celulas por centrifugacion 


Medio de cultivo 
(incluye sustancia 
que estimula 
la mitosis 
en leucocitos) 


Lavado con medio fresco. 
Anadir solucion hipotonica a 
las celulas. Permitir incubar por 
10 min. Remover sobrenadante 
y agregar medio de fijacion frfo, 
(3:1 metanohacido acetico). 
Incubar durante 30 min en frfo, 
luego someter a rotura a 
las celulas 


■ Medio 


■ Celulas 


Celulas en 
suspension 



(a) 


Portaobjetos 


Sitio que 
contiene los 
cromosomas 
liberados de 
un solo nucleo 



FIGURA 12-18 Cromosomas mitoticos y cariotipos humanos. a) Procedimiento utiliza- 
do a fin de obtener preparaciones de cromosomas mitoticos para observaciones micros- 
copicas de leucocitos de sangre periferica. b) Fotografia de un grupo de cromosomas 
mitoticos obtenidos a partir de la division de un nucleo de una celula humana. El DNA 
de cada cromosoma se hibrido con una variedad de sondas de DNA unidas de manera 
covalente a dos o mas colorantes fluorescentes. Diferentes cromosomas se unen en dis- 
tintas combinaciones con estos colorantes y en consecuencia emiten luz de diferentes 
longitudes de onda. El espectro de emision de los diversos cromosomas se convierte en 
combinaciones distintas de colores con un programa de computadora. Los pares homo¬ 
logos de cromosoma pueden identificarse mediante el analisis de los cromosomas del 
mismo color y tamano. c) Los cromosomas tenidos de un varon humano se ordenan 
en un cariotipo. Los cariotipos se preparan para obtener una fotografia de cromosomas 
liberados de un solo nucleo. Cada cromosoma se elimina de la fotografia y los homologos 
se acomodan en pares de acuerdo con su tamano, como se muestra. ( B , tomada de E. 
Schrock, et al., cortesi'a de Thomas Ried, Science 273:495, 1996; © derechos 
RESERVADOS 1996, AMERICAN ASSOCIATION FOR THE ADVANCEMENT OF SCIENCE; C, 
tomada de CNRI/Science Photo Library/Photo Researchers.) 
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La estructura de un cromosoma mitotico El estado hasta 
cierto punto disperso de la cromatina de una interfase celular 
favorece las actividades en la interfase, como la replication y la 
transcription. En cambio, la cromatina de una celula mitotica se 
encuentra en un estado muy condensado, que favorece la libera¬ 
tion de un DNA intacto “empaquetado” a cada celula hija. Los 
cromosomas mitoticos son de utilidad para los biologos y los 
medicos porque contienen un grupo complejo de material gene- 
tico de una celula y pueden hacerse visibles mediante tecnicas 
simples. 

Cuando un cromosoma experimenta compactacion duran¬ 
te la profase mitotica, adopta una forma distinta y predecible 
determinada sobre todo por la longitud de la molecula del DNA 
en cada cromosoma y la position del centromero (se explica mas 
adelante). Los cromosomas mitoticos de una celula en division 
pueden visualizarse con la tecnica que se ilustra en la figura 
12-18 a. En esta tecnica una celula en division se somete a rotura 
y los cromosomas mitoticos del nucleo celular se diseminan y 
fijan a una superficie de un portaobjetos sobre un area pequena 
(como en la figura 12-18$)- Los cromosomas que se muestran en 
la figura 12-18$ se prepararon con una metodologia de tincion 
en la que las preparaciones cromosomicas se incuban con son- 
das fluorescentes de DNA de colores distintos que se unen de 
manera muy especifica a cromosomas particulares. Por medio 
de diferentes combinaciones de sondas de DNA y de tecnicas de 


visualization asistidas por computadora, cada cromosoma pue- 
de “pintarse” con un “color virtual” distinto, lo que permite que 
cualquier ojo entrenado los identifique. Ademas de la imagen a 
color que proporciona, esta tecnica aporta tambien la resolution 
que facilita a los genetistas clinicos distinguir aberraciones cro¬ 
mosomicas que de otra forma se ignorarian (vease la figura 2 en 
Perspectiva humana). 

Si los cromosomas individuales se eliminan de una foto- 
grafia como la de la figura 12-18$, pueden formar pares con 
sus cromosomas homologos (23 pares en humanos) y ordenarse 
segun su tamano de mayor a menor como se ilustra en la figura 
12-18r. Una preparation de este tipo se conoce como cariotipo. 
Los cromosomas que se muestran en el cariotipo de la figura 
12-18r se prepararon mediante un procedimiento de tincion que 
confiere una apariencia de bandeo a los cromosomas. El patron 
de estas bandas es muy caracteristico de cada cromosoma de 
cada especie y da la pauta para identificar cromosomas y com- 
pararlos con especies distintas (vease la figura 3 en Perspectiva 
humana). 

Los cariotipos se preparan de manera rutinaria a par- 
tir de cultivos de celulas humanas y se utilizan para examinar 
a individuos con anomalias cromosomicas. Como se senala en 
Perspectiva humana, con estas tecnicas pueden detectarse alte- 
raciones del tipo de cromosomas adicionales, cromosomas con 
alteraciones o ausencia de estos. 


PERSPECTIVA HUMANA 



Aberraciones cromosomicas y enfermedades humanas 


Ademas de las mutaciones que alteran la information contenida en 
un solo gen, los cromosomas pueden experimentar alteraciones mucho 
mayores, que ocurren con mas frecuencia durante la division celular. 
Las piezas de un cromosoma pueden perderse o segmentos enteros 
intercambiarse entre cromosomas diferentes. La incidencia de aberra¬ 
ciones cromosomicas como la rotura se incrementa por exposition a 
agentes que danan el DNA, como infecciones viricas, rayos X o reac- 
tivos quimicos. Aunado a lo anterior, los cromosomas de algunos indi¬ 
viduos contienen sitios “fragiles” que son en particular susceptibles a 
la rotura. Las personas con ciertos trastornos hereditarios raros, como 
el sindrome de Bloom, la anemia de Fanconi y la ataxia-telangiectasia, 
tienen cromosomas inestables con una gran tendencia a sufrir roturas 
cromosomicas. 

Las consecuencias de una aberration cromosomica dependen de 
los genes que se afectan y el tipo de celula en la que esta alteration se 
presenta. Si la aberration ocurre en una celula somatica (no reproduc- 
tiva), las consecuencias suelen ser minimas porque pocas celulas del 
cuerpo se afectan. No obstante, en raras ocasiones es posible que una 
celula somatica con una aberration se convierta en una celula maligna, 
que puede crecer hacia un tumor canceroso. Las alteraciones cromoso¬ 
micas que ocurren durante la meiosis (en especial como resultado de 
un mecanismo de entrecruzamiento anormal) pueden transmitirse a la 
generation siguiente. Cuando un cromosoma aberrante se hereda a tra- 
ves de un gameto, todas las celulas del embrion tendran la aberration, 


que suele ocasionar la muerte durante el desarrollo. Los diversos tipos 
de aberraciones cromosomicas incluyen los siguientes: 

■ Inversiones. Algunas veces un cromosoma se rompe en dos luga- 
res y los segmentos entre las roturas se reunen en los cromosomas 
con una orientation inversa. Esta aberration se denomina inver¬ 
sion. Mas de 1% de los humanos porta una inversion que puede 
detectarse durante la determination del cariotipo cromosomico 
(vease fig. 10-30$). Un cromosoma que porta una inversion casi 
siempre contiene todos los genes de un cromosoma normal y por 
tanto el individuo no se afecta de manera adversa. Sin embargo, si 
la celula con una inversion cromosomica entra en meiosis, el cro¬ 
mosoma aberrante no puede aparearse de modo correcto con su 
pareja homologa a causa de diferencias en el orden de sus genes. 
En tales casos el apareamiento cromosomico suele acompanarse de 
un asa (fig. 1). Si el entrecruzamiento ocurre dentro del asa, como 
se muestra en la figura, los gametos que se generan por meiosis 
pueden adquirir una copia adicional de ciertos genes (duplication) 
o perder esos genes (una deletion). Cuando un gameto que con¬ 
tiene un cromosoma alterado se fusiona con un gameto normal en 
la fertilization, el resultado es un cigoto que tiene un desbalance 
cromosomico y casi nunca es viable. 

■ Translocaciones. Cuando todo o una parte de un cromosoma se 
une a otro cromosoma, la aberration se conoce como transloca- 
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Centromere 



0 


Primera anafase meiotica 



FIGURA 1 Efecto de la inversion. El entrecruzamiento entre un cromo- 
soma normal (purpura) y uno que contiene una inversion (verde) suele 
acompanarse de la formation de un asa. Los cromosomas que resultan del 
entrecruzamiento contienen duplicaciones y deficiencias que se muestran 
en los cromosomas en la primera division meiotica en la parte inferior de 
la figura. 



FIGURA 2 Translocation. Esta micrografia muestra un grupo de cromo¬ 
somas humanos en los que el cromosoma 12 (azul brillante) intercambio 
piezas con el cromosoma 7 (rojo). El cromosoma afectado se tino con fluo- 
rescencia por hibridacion in situ con fragmentos largos de DNA que son 
especificos para uno de los dos cromosomas. El uso de estos “medios de 
tincion” hace muy evidente cuando un cromosoma cambio piezas con otro 
cromosoma. (Cortesi'a de Lawrence Livermore National Labora¬ 
tory, DE UNA TECNICA DESARROLLADA POR JoE GRAY Y DaN PlNKEL.) 


cion (fig. 2). De modo similar a las inversiones, por lo general una 
translocacion que ocurre en una celula somatica tiene poco efec¬ 
to en la funcion de la celula o su progenie. Sin embargo, ciertas 
translocaciones incrementan la probabilidad de que la celula se 
convierta en maligna. El ejemplo mejor estudiado es el cromoso¬ 
ma Philadelphia, que se encuentra en las celulas malignas (pero no 
en las normales) de individuos con ciertas formas de leucemias. El 
cromosoma Philadelphia, que recibe su nombre de la ciudad donde 
se descubrio en 1960, es una version corta del cromosoma humano 
22. Por anos se penso que el segmento perdido representaba una 
simple delecion, pero las mejoras en las tecnicas para visualizar cro¬ 
mosomas permitieron detectar que el pedazo o fragmento genetico 
perdido se encontraba translocado en otro cromosoma (numero 9). 
El cromosoma numero nueve contiene un gen ( ABL ) que codifica 
una proteina cinasa que desempena una funcion en la proliferation 
celular. Como resultado de esta translocacion un pequeno extre- 
mo de esta proteina es remplazado por alrededor 600 aminoacidos 
adicionales codificados por un gen (BCR) que proviene de la pieza 
translocada del cromosoma numero 22. Esta “proteina de fusion” 
nueva retiene la actividad catalitica de la proteina original Abl pero 
no esta sujeta a los mecanismos normales de regulation celular. 
Como resultado la celula afectada se convierte en maligna y causa 
la leucemia mielogena cronica ( CML). 

Como las inversiones, las translocaciones causan problemas 
durante la meiosis. Un cromosoma alterado por translocacion tiene 
un contenido de information genetica diferente al de su homolo¬ 
go. En consecuencia los gametos que se forman por meiosis tie- 
nen un contenido adicional de copias de genes o pierden genes. 
Esta demostrado que las translocaciones desempenan una funcion 
importante en la evolution al generar cambios a gran escala que 
pueden ser el initio de la separation de lineas evolutivas a partir de 
un ancestro comun. Es probable que tales incidentes geneticos ocu- 
rrieran durante la historia evolutiva reciente. Una comparacion de 
los 23 pares de cromosomas de las celulas humanas con los 24 pares 
de cromosomas de las celulas de chimpances, gorilas y orangutanes 
revela una gran similitud. El examen detallado de los dos cromoso¬ 
mas de simios que no tienen su contraparte en los humanos mues¬ 
tra que juntos son equivalentes, banda por banda, al cromosoma 
humano numero 2 (fig. 3). En algun punto durante la evolution de 
los humanos al parecer un cromosoma entero se transloco a otro, lo 
que creo un solo cromosoma fusionado y redujo el numero haploide 
de 24 a 23 cromosomas. 

■ Deleciones. Una delecion ocurre cuando una portion de un cro¬ 
mosoma se pierde. Como se senala en el parrafo anterior, los cigotos 
que contienen deleciones cromosomicas se generan cuando uno de 
los gametos es el producto de una meiosis anormal. El renunciar 
a una portion de un cromosoma a menudo resulta en la perdi- 
da de genes criticos y produce consecuencias graves, inclusive si 
el cromosoma homologo del individuo es normal. La mayoria de 
los embriones humanos que portan una delecion importante no se 
desarrolla a termino y si lo hace presenta una gran variedad de mal- 
formaciones. La primera correlation entre una alteration humana 
y una delecion cromosomica la establecio en 1963 Jerome Lejeune, 
un genetista frances que descubrio las bases cromosomicas del sin- 
drome de Down. Lejeune descubrio que un nino que nacio con una 
malformation facial habia perdido una portion del cromosoma 5. 
Un defecto en la laringe (el organo de la voz) ocasiona que el llanto 
del lactante se asemeje al sonido de sufrimiento de un gato. En 
consecuencia los cientificos denominaron a este trastorno sindrome 
de cri-du-chat, que significa sindrome de maullido de gato. 
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FIGURA 3 Translocation y evolution. Si los 

dos tipos de cromosomas simianos que no tie- 
nen una contraparte en las uniones se fiisiona- 
ran hipoteticamente, formarian el cromosoma 
humano numero 2, banda por banda. 


■ Duplicaciones. Una duplication tiene lugar cuando una portion 
de un cromosoma se repite. La funcion de las duplicaciones en la 
formation de familias multigenicas se discutio en la pagina 410. 
Las duplicaciones cromosomicas mas sustanciales crean una alte¬ 
ration en la que un numero de genes se presenta en tres copias en 


lugar de las dos copias normales (el trastorno se conoce como triso- 
miapartial). Las actividades celulares son muy sensibles al numero 
de copias de genes y las copias adicionales pueden tener efectos 
deletereos graves. 


Telomeros Cada cromosoma contiene una sola molecula de 
DNA de doble cadena. Las puntas de cada molecula de DNA 
estan compuestas por un inusual tramo de secuencias repetidas 



(a) 


llamado telomero, que forma una cubierta en cada extremo del 
cromosoma. Los telomeros humanos contienen una secuencia 


TTAGGG 

AATCCC 


que se repite aproximadamente 500 a 5 000veces (fig. 


12-19«). A diferencia de casi todas las secuencias repetidas 
que varian de manera considerable entre diferentes especies, la 
misma secuencia telomerica se encuentra en los vertebrados y 
secuencias similares se describen en la mayoria de otros orga- 
nismos. Esta similitud en secuencia sugiere que los telomeros 



FIGURA 12-19 Telomeros. a ) Hibridacion in situ con una sonda de DNA 
que contiene la secuencia TTAGGG, que se localiza en los telomeros de los 
cromosomas humanos. b ) Demostracion de que ciertas protefnas se unen de 
manera especifica al DNA telomerico. Estos cromosomas se prepararon a 
partir de un nucleo meiotico de una celula de levadura y se incubaron con 
la proteina RAPl, que despues se localizo en los telomeros mediante un 
anticuerpo fluorescente anti-RAPl. Las areas azules indican la tincion de 
DNA, las areas amarillas representan el anticuerpo marcado dirigido con¬ 


tra RAP-1 y las rojas muestran el RNA tenido con yoduro de propidio. 
Los humanos poseen una proteina telomerica homologa. (. A , tomada de 
J. Meyne, en R. P. Wagner, Chromosomes: A Syntesis. © derechos 
RESERVADOS 1993. ReIMPRESA CON AUTORIZACION DE WlLEY-LlSS, InC., 
UNA SUBSIDIARIA DE JOHN WlLEY & SONS, INC.; B, TOMADA DE FrANZ 

Klein et al.,J Cell Biol 117:940,1992, cortesia de Susan M. Gasser. 
Mediante autorizacion de derechos reservados de la Rockefeller 
University Press.) 
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(b) 


Telomerasa 


RNA 


CCCCAACCCCAACCC 


GGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGG 




Elongacion 


CCCCAACCCCAACCC 5' 
GGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTG 


Translocation 


CCCCAACCCCAACCC 5' 


GGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTG 3' 



Elongacion 


CCCCAACCCCAACCC 5' 


(c) 


GGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTG 



FIGURA 12-20 El problema del extremo de replicacion y la fiun- 
cion de la telomerasa. a ) Cuando el DNA de un cromosoma se 
replica, los extremos 5' de las cadenas recien sintetizadas (rojo) contienen 
un segmento corto de RNA (verde), que funciono como un iniciador para la 
sintesis del DNA. Una vez que este RNA se elimina, el extremo 5' del DNA 
se acorta de nuevo en relacion con el de la generacion previa. (Vease en 
Nature Revs. Mol. Cell Biol. 4:948,2003 y Mol. Cell 18:147,2005 una expo¬ 
sition amplia del problema de la duplication del extremo.) b ) La saliente 
monocatenaria no permanece como una extension libre, sino que invade el 
duplex como se muestra aqui, desplazando una de las cadenas, que forma 
un asa. El asa es un sitio de union para un grupo de proteinas especificas 
que cortan el telomero. c ) Mecanismo de action de la telomerasa. La enzima 
contiene una molecula de RNA que es complementaria al extremo de la 


cadena rica en G, que se extiende mas alia la cadena rica en C, forman- 
do una saliente. La telomerasa de RNA se une al extremo saliente de la 
cadena rica en G (paso 1) y luego sirve como una plantilla para la adicion 
de nucleotidos en el extremo 3' de la cadena (paso 2). Despues de que se 
sintetiza un segmento de DNA, la telomerasa de RNA se desliza al nuevo 
extremo de la cadena en elongacion (paso 3) y sirve como plantilla para 
la incorporation de dinucleotidos adicionales (paso 4). El hueco en la cade¬ 
na complementaria es llenado por la maquinaria de duplicacion ordinaria 
de la celula. (La secuencia TTGGGG ilustrada en este dibujo es la del 
protista ciliado Tetrahymena , que es el organismo en que se descubrio la 
telomerasa.) (C, tomada de C. W. Greider y E. H. Blackburn, reim- 
presa con autorizacion de Nature 337:336,1989; © copyright 1989, 
Mac-millan Magazines Limited.) 


tienen una funcion conservada en diversos organismos. Se iden- 
tifican diferentes proteinas de union a DNA que se enlazan en 
forma especifica con la secuencia telomerica y son esenciales 
para la funcion telomerica. La proteina unida a los cromoso- 
mas en la figura 12-1% tiene una participation importante en la 
regulation de la longitud del telomero en levaduras. 

Como se explica en el capitulo 13, las polimerasas de DNA 
que replican el DNA no inician la sintesis de una cadena de 
DNA sino que solo agregan nucleotidos al extremo 3' de una 
cadena existente. La replication comienza en el extremo 5' de 
cada cadena recien sintetizada mediante la sintesis de un frag- 
mento corto de RNA llamado iniciador que despues se retira 
(segmento verde en la figura 12-20a). A causa de este mecanis¬ 
mo, el extremo 5' de cada cadena sintetizada de nuevo pierde un 


segmento corto de DNA que esta presente en el extremo 3' de 
la cadena complementaria del molde. Como resultado la cadena 
con el extremo 3' sobrepasa a la cadena con el extremo 5'. Mas 
que existir como una sola cadena de un extremo no protegido, la 
cadena que sobresale se “pliega sobre si misma” en una portion 
de doble cadena en el telomero para formar un asa como la que 
se ilustra en la figura 12-2 0b. Al parecer esta conformation pro¬ 
tege el extremo telomerico del DNA. 

Si las celulas no fueran capaces de replicar los extremos de 
su DNA, se esperaria que los cromosomas fueran mas cortos con 
cada ciclo de division celular (fig. 12-20«). Este predicamento 
se denomina “el problema de la replication de los extremos”. 
El principal mecanismo por el que los organismos resuelven “el 
problema de la replication de los extremos” se dilucido en 1984 
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cuando Elizabeth Blackburn y Carol Greider de la University of 
California, en Berkeley, descubrieron una nueva enzima, llama- 
da telomerasa, que puede agregar nuevas unidades repetidas al 
extremo 3' de la cadena sobresaliente (fig. 12-20c). Una vez que 
el extremo 3' de la cadena se alarga, una polimerasa conventio¬ 
nal de DNA puede utilizar el segmento 3' recien sintetizado 
como un molde para regresar el extremo 5' de la cadena comple- 
mentaria a su longitud normal. La telomerasa es una transcrip- 
tasa inversa que sintetiza DNA mediante el uso de RNA como 
molde. A diferencia de la mayoria de las transcriptasas inversas, 
esta enzima por si misma contiene el RNA que le sirve como 
molde (fig. 12-20c). 

Los telomeros son partes muy importantes del cromosoma: 
se requieren para la replication completa de los cromosomas, for- 
man capas que protegen los cromosomas del ataque de nucleasas 
y otras influencias desestabilizantes, e impiden que los extremos 
de los cromosomas se fusionen entre si. La figura 12-21 mues- 
tra cromosomas mitoticos de un raton que se manipularon por 
medios geneticos para que carezcan de telomerasa. Muchos de 
esos cromosomas experimentaron la fusion de sus extremos, lo 
que produjo consecuencias catastroficas como la fractura de los 
cromosomas en las divisiones celulares subsecuentes. 

Experimentos recientes sugieren funciones adicionales para 
los telomeros, que aun son tema de investigation. 

Supongase que un investigador toma una pequena biopsia 
de su piel, aisla una poblacion de fibroblastos de la dermis y per- 
mite que estas celulas crezcan en un medio de cultivo enriqueci- 
do. Los fibroblastos deben dividirse cada dia en el cultivo y por 
ultimo cubrir la caja de cultivo. Si una fraction de estas celulas 



FIGURA 12-21 La importancia de la telomerasa en el mantenimiento de la 
integridad cromosomica. Los cromosomas de esta micrografia provienen 
de una celula de un raton knockout que carece de un gen funcional para la 
enzima telomerasa. Los telomeros aparecen como manchas amarillas des¬ 
pues de la hibridacion in situ con una sonda telomerica fluorescente. Puede 
verse que algunos cromosomas pierden sus telomeros por completo y que 
diferentes cromosomas se fusionan uno con otro en sus extremos. La fusion 
de cromosomas produce cromosomas con mas de un centromero, lo que 
conduce a rotura cromosomica durante la division celular. La inestabilidad 
genetica resultante de la perdida de un telomero puede ser la causa princi¬ 
pal de que las celulas se conviertan en cancerosas. (Tomada de Maria A. 
Blasco, et al., cortesia de Carol W. Greider, Cell, vol. 91, portada 
DEL NUM. 1, 1997; CON AUTORIZACION DE CELL PRESS.) 


se removiera de la primera caja de cultivo y se sembrara en una 
segunda caja de cultivo, estas celulas deberian proliferar otra vez 
y cubrir la segunda de cultivo. Aunque podria pensarse que es 
posible subcultivar de forma indefinida estas celulas (como se 
creyo durante la primera mitad del siglo pasado), esto es erroneo. 
Despues de alrededor de 50 a 80 poblaciones de duplicaciones 
celulares, las celulas dejan de dividirse y al final mueren. Si la 
longitud promedio de los telomeros en los fibroblastos al prin- 
cipio y al final de los experimentos se comparara, se encontraria 
una disminucion drastica de la longitud de los telomeros a traves 
del tiempo de cultivo. Los telomeros se acortan porque la mayo¬ 
ria de las celulas pierde la enzima telomerasa y son incapaces de 
evitar la perdida de sus extremos cromosomicos. 3 Los telomeros 
de los cromosomas se acortan de manera progresiva con cada 
division celular. El acortamiento de los telomeros continua hasta 
un punto critico, conocido como “crisis”, cuando las celulas pre- 
sentan anomalias extensas en los cromosomas y dejan de dividir¬ 
se. En cambio, las celulas que son forzadas a expresar telomerasa 
continuan proliferando por cientos de divisiones mas. Las celu¬ 
las que expresan telomerasa no solo siguen dividiendose, sino 
que lo hacen sin mostrar los signos de envejecimiento fisiologico 
que se ven en cultivos testigos. 

Si los telomeros son un factor tan importante para limitar el 
numero de veces que una celula puede dividirse, podria esperarse 
que fueran un factor decisivo en el envejecimiento humano. De 
hecho, algunos estudios han sugerido que las personas mayores 
cuyas celulas tienen telomeros mas cortos corren mayor riesgo de 
sufrir enfermedades cardiovasculares o contraer infecciones gra¬ 
ves que personas de edad comparable con telomeros mas largos. 
En otra serie de investigaciones se descubrio que el sindrome de 
Werner, una enfermedad hereditaria que hace que los pacientes 
envejezcan mucho mas rapido de lo normal, se caracteriza por 
mantenimiento anormal de los telomeros. Incluso se ha infor- 
mado que las mujeres sometidas a estres cronico por cuidar a 
ninos muy enfermos tienen telomeros mas cortos y menor acti- 
vidad de telomerasa. Antes de concluir que tener sobreactividad 
de telomerasa es la clave para prolongar el lapso de vida del ser 
humano, se debe considerar la siguiente information. 

El consenso actual indica que el acortamiento de los 
telomeros protege al ser humano contra el cancer al limitar el 
numero de divisiones de una celula potencialmente tumoral. Las 
celulas malignas, por definition, son celulas que escaparon del 
control de crecimiento normal del organismo y continuan en 
division indefinida. ^Como es que las celulas tumorales pueden 
fraccionarse de manera repetida sin llegar a la muerte celular? 
A diferencia de las celulas normales que pierden la actividad 
de telomerasa, cerca de 90% de los tumores humanos consiste 
en celulas que contienen enzima telomerasa activa. 4 Se especula 
que el crecimiento de los tumores se relaciona con una inten- 
sa selection de celulas en las que la expresion de la telomerasa 
se reactivo. Aunque casi todas las celulas tumorales fallan para 
expresar la telomerasa y mueren, las celulas raras que expresan 


3 Es notable que, a diferencia de las celulas somaticas, las celulas germinales de las 
gonadas retienen la actividad de telomerasa y los telomeros de los cromosomas no 
se acortan como resultado de la division celular. En consecuencia, cada descendiente 
comienza la vida como un cigoto que contiene los telomeros de maxima longitud. 

4 El otro 10% o mas tiene un mecanismo alternative basado en recombination gene¬ 
tica que mantiene la longitud de los telomeros en ausencia de telomerasa. 
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la enzima telomerasa se “inmortalizan”. Esto no significa que la 
activation de la telomerasa por si misma ocasione que las celulas 
se conviertan en malignas. Como se discute en el capitulo 16, 
el cancer es un proceso de multiples pasos en los que las celulas 
casi siempre desarrollan cromosomas anormales y cambios en la 
adhesion celular y la capacidad para invadir los tejidos normales. 
La division celular ilimitada es solo una propiedad de las celu¬ 
las cancerosas. De hecho cuando las celulas normales se fuerzan 
a expresar telomerasa, como se describio antes, estas celulas se 
dividen de modo indefinido pero no se transforman en celulas 
cancerosas. Si las celulas “normales” que expresan telomerasa 
se implantan en un raton, no se desarrollan en tumores, como 
deberia suceder si fueran cancerosas. Resulta interesante notar 
que los primeros descubrimientos sobre secuencias telomericas 
de DNA y telomerasa se realizaron en Tetrahymena, la misma 
criatura unicelular habitante de depositos de agua estancada en 
que se descubrieron las ribozimas (pag. 478). Esto sirve como 
otro recordatorio de que nunca se sabe cuales vias experimenta- 
les llevaran a descubrimientos de gran importancia medica. 

Centromeros Cada centromere que se ilustra en la figura 
12-18 contiene un sitio donde la superficie externa esta muy 
indentada. El sitio de la constriction marca el centromere del 
cromosoma (fig. 12-22). En humanos el centromere contiene 
una repetition en tandem, una secuencia de 171 pares de bases 
(llamada DNA satelite alfa) que se extiende a por lo menos 500 
kilobases. Este segmento de DNA se relaciona con proteinas 
especificas que se distinguen de otras partes del cromosoma. 
Por ejemplo, la cromatina centromerica contiene una variante 
“especial” de histona H3, denominada CENP-A, que rempla- 
za la histona H3 conventional en muchos de los nucleosomas. 
Ademas la cromatina centromerica se une con proteinas espe¬ 
cificas que sirven como sitio de union (cinetocoros) para los 
microtubulos que separan los cromosomas durante la division 
celular (vease fig. 14-16). A1 parecer el cinetocoro ensambla el 
centromere gracias a la presencia de CENP-A en el sitio. Los 
cromosomas que carecen de centromere tienen problemas para 
ensamblarse a un cinetocoro y se pierden durante la division 
celular. 



FIGURA 12-22 Cada cromosoma mitotico tiene un centromere cuyo sitio 
esta marcado por una indentation distinta. Micrograffa electronica de 
barrido de un cromosoma mitotico. El centromero (C) contiene secuencias 
de DNA muy repetidas (DNA satelite) y una proteina que contiene una 
estructura denominada cinetocoro que sirve como sitio para la union de 
los microtubulos del huso acromatico durante la mitosis y la meiosis (que 
se estudian en el capftulo 14). (Tomada de Jerome B. Rattner, Bioess 
13:51,1991.) 


En capitulos previos se sugirio que las secuencias de DNA 
que se encargan de las funciones celulares esenciales tienden a 
conservarse. Por tanto, fue sorprendente descubrir que el DNA 
centromerico presenta diferencias marcadas en la secuencia 
nucleotidica, inclusive entre especies muy relacionadas. 5 Este 
hallazgo sugiere que la secuencia del DNA por si misma no es 
un determinante de importancia de la estructura del centro¬ 
mere y su funcion, una conclusion muy bien apoyada por los 
siguientes estudios en humanos. Alrededor de uno de cada 2 000 
humanos nace con celulas que tienen una pieza de mas de DNA 
cromosomico que forma un cromosoma diminuto adicional 11a- 
mado cromosoma marcador. En algunos casos los cromosomas 
marcadores estan desprovistos de DNA satelite alfa y aun con- 
tienen una constriction primaria y un centromero por completo 
funcional que permite a los cromosomas duplicados separarse 
con normalidad en las celulas hijas en cada division. Es claro que 
algunas otras secuencias de DNA en estos cromosomas marca¬ 
dores se “seleccionan” como el sitio de union para las proteinas 
centromericas. El centromero aparece en el mismo sitio en un 
cromosoma marcador en todas las celulas de las personas, lo que 
indica que la propiedad se transmite a los cromosomas hijos 
durante la division celular. Un estudio revelo que los cromoso¬ 
mas marcadores se transmiten de manera estable a traves de tres 
generaciones de miembros de una familia. 

Epigenetica: hay mas que heredar 
que una secuencia de DNA 

Como se describio en parrafos anteriores, el DNA satelite alfa 
no es necesario para el desarrollo de los centromeros. De hecho 
docenas de secuencias de DNA no relacionadas se encuentran 
en los centromeros de cromosomas marcadores. No es el DNA 
el que marca indeleblemente el sitio como un centromero, sino la 
cromatina con CENP-A que contiene. Estos hallazgos dan pie a 
otro tema. No todas las caracteristicas hereditarias dependen de 
las secuencias de DNA. La herencia de este tipo se refiere como 
herencia epigenetica en oposicion a la genetica. La inactivation 
del cromosoma X que se estudia en la pagina 497 es otro ejem¬ 
plo de un fenomeno epigenetico: los dos cromosomas X pueden 
tener secuencias de DNA identicas, pero uno se inactiva y el 
otro no. Ademas el estado de inactivation se transmite de una 
celula a sus hijas durante la vida de una persona. Sin embargo, 
a diferencia de la herencia genetica, un estado epigenetico suele 
revertirse; por ejemplo, los cromosomas X se reactivan antes de 
la formation de gametos. Los cambios inapropiados en el estado 
epigenetico se vinculan con numerosas enfermedades. Asimismo 
existen indicios que sugieren que las diferencias en susceptibili- 
dad a enfermedades y longevidad entre gemelos geneticamente 
identicos pueden deberse en parte a diferencias epigeneticas que 
aparecen entre los gemelos a medida que envejecen. 


5 Es interesante notar que la secuencia aminoacidica de CENP-A, que se une al 
DNA centromerico, tambien varfa entre organismos relacionados. Los estudios 
sugieren que las secuencias de DNA y de CENP-A coevolucionaron; los cambios 
en la secuencia de DNA condujeron a la selection de las secuencias de CENP-A que 
permiten a la proteina continuar uniendose con afinidad alta al centromero. 
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Aunque los biologos han discutido los fenomenos epigene- 
ticos por decenios, enfrentan problemas para entender sus bases 
y el mecanismo por el que un estado epigenetico puede transmi- 
tirse de una celula a la siguiente y de padres a hijos. Considerese 
una celula que reside en el estrato basal de la epidermis (como en 
la figura 7-1). Estas celulas se dividen de manera muy frecuente 
y producen celulas hijas que por ultimo se diferencian en celu¬ 
las cornificadas de la superficie corporal. Ciertos genes en estas 
celulas tienen actividad transcripcional y otros estan reprimidos, 
y es importante que este patron de actividad genica caracteris- 
tico se transmita de una celula a su descendencia. Hace poco 
la atencion se enfoco en el codigo histonico (pag. 498) como 
un factor critico tanto para la determination del estado trans¬ 
cripcional de una region particular de cromatina como para su 
transmision a las generaciones subsecuentes. 

Cuando el DNA de una celula se replica, las histonas 
relacionadas con el DNA como parte de los nucleosomas se 
distribuyen al azar en las celulas bijas junto con las moleculas 
de DNA. Como resultado, cada cadena hija de DNA recibe la 
mitad de los nucleos de histona que estuvieron relacionados 
con la cadena parental (vease fig. 13-24). La otra mitad de los 
nucleos de histona que se vinculan con las cadenas de DNA 
hijas se recluta de un fondo comun de moleculas de histona 
recien sintetizadas. Se piensa que las modificaciones presentes 
en las colas de histona en la cromatina parenteral determinan 
las modificaciones que ocurriran en las histonas sintetizadas de 
nuevo en la cromatina hija. 

Por ejemplo, como se reviso en la pagina 498, la hetero- 
cromatina tiene residuos de lisina metilados en la position 
9 de la histona H3. La enzima que se encarga de esta reaction 
de mediation esta presente como uno de los componentes de 
la heterocromatina. Se piensa que conforme la heterocromati- 
na se replica, la enzima metiltransferasa de histona metila las 
moleculas de histona H3 recien sintetizadas que se incorporan 
en los nucleosomas de las celulas hijas. De esta forma el patron 
de mediation de la cromatina, y por tanto su estado de hete¬ 
rocromatina condensada, se transmite de la celula paterna a su 
descendencia. En cambio, las regiones de eucromatina tienden 
a contener colas de H3 acetilada y esta modification tambien se 
transmite de la cromatina parenteral a la cromatina de la des¬ 
cendencia, lo que quiza constituya el mecanismo epigenetico 
por el que las regiones de eucromatina activa se perpetuan en 
las celulas hijas. Las modificaciones de histona representan un 
portador de information epigenetica y las modificaciones cova- 
lentes al DNA son otro tipo. Este ultimo aspecto se trata en la 
pagina 529. 

El nucleo como un organelo 
organizado 

El examen del citoplasma de una celula eucariota bajo el micros- 
copio electronico revelo la presencia de un arreglo diverso de 
organelos membranosos y elementos del citoesqueleto. Por otra 
parte, el examen del nudeo suele mostrar cromatina dispersa y 
uno o mas nucleolos irregulares. Como resultado los investiga- 
dores se quedaron con la impresion de que el nucleo es semejan- 
te a un “saco”de componentes posicionados al azar. El desarrollo 
de nuevas tecnicas de microscopia, inclusive la hibridacion con 
fluorescencia in situ (FISH, pag. 407) y las imagenes de celulas 



FIGURA 12-23 Mapa tridimensional de todos los cromosomas presentes 
en el nucleo de un fibroblasto humano. Imagen generada por compu- 
tadora basada en analisis de hibridacion in situ de fluorescencia similares 
al descrito en la figura 12-18 b, que permite distinguir cada cromosoma 
humano de otros y representarlo mediante un color identificable. Se obser- 
va que cada cromosoma ocupa un territorio bien definido dentro del nucleo. 
(Tomada de Andreas Bolzer, et al., PLoS Biol. 3:E157,2005, corte- 
sia de Thomas Cremer.) 


vivas marcadas con GFP (pag. 277), permitio localizar los loci 
de genes espetificos dentro del nucleo de interfase. A partir de 
estos estudios fue evidente que el nucleo mantiene un orden 
considerable. Por ejemplo, las fibras de cromatina de un cromo¬ 
soma en interfase no se mezclan en el nucleo como un nudo de 
espaguetis, mas bien se concentran en un territorio distinto que 
no se traslapa extensamente con los territories de otros cromo¬ 
somas (fig. 12-23). 

Aunque es evidente que los cromosomas ocupan distintos 
territories, se ha demostrado que es posible que fibras individua- 
les de cromatina se extiendan a distancias considerables de estos 
territories. Ademas, genes que residen en diferentes cromoso¬ 
mas pero participan en el mismo proceso pueden reunirse en el 
nucleo, donde es posible que se transcriban de manera simulta- 
nea. Esto es ilustrado por los genes que codifican RNA riboso- 
mico, los cuales se localizan en varios cromosomas distintos y 
sin embargo son capaces de converger dentro de los confines del 
nucleolo (pag. 438). 

El analisis de las ubicaciones de cromosomas individuales 
en imagenes como la mostrada en la figura 12-23 sugiere que 
los cromosomas mas pequenos y los ricos en genes tienden a 
residir mas cerca del centra del nucleo que los mas grandes o 
pobres en genes. Diferentes partes de los cromosomas tambien 
pueden tener localizaciones predecibles. En algunas plantas y 
nucleos de levadura, por ejemplo, los centromeres heterocro- 
maticos y los telomeros de los cromosomas parecen vincularse 
con la envoltura nuclear. Aunque ciertas secuencias del acido 
desoxiorribonucleico pueden unirse a la envoltura nuclear, las 
porciones no unidas del cromosoma son capaces de moverse en 
forma aleatoria dentro de una zona restringida del nucleoplasma 
(fig. 12-24). 
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FIGURA 12-24 Dinamica de la cromatina. Micrograffa de un nucleo de 
levadura (verde). Huella de un solo locus de cromosoma marcado con fluo- 
rescencia conforme se mueve dentro del nucleo en un periodo de 200 s en 
rojo. Aunque el locus es capaz de efectuar movimientos considerables, no se 
encuentra como un elemento libre en el nucleo sino que se constrine como 
resultado de la union del cromosoma con estructuras no cromosomicas del 
nucleo. Los nucleos de levadura son muy pequenos (cerca de 1/10 de tama- 
no de un nucleo de vertebrado), por lo que la distancia que el locus cromo- 
somico se mueve es menor de 1 pm. (Tomada de Florence Hediger, 
Thierry Laroche y Susan M. Gasser, Curr Opin Cell Biol 15:152, 
2003.) 


La figura 12-25« ilustra otro ejemplo de organizacion 
nuclear. Esta micrografia muestra una celula que se tino con 
un anticuerpo fluorescente dirigido contra uno de los factores 
proteicos que participan en el splicing de pre-mRNA. En lugar 
de diseminarse de manera uniforme en el nucleo, la maquina- 
ria del procesamiento se concentra en 20 a 50 dominios irre- 
gulares conocidos como “motas”. De acuerdo con la opinion 
prevaleciente, estas motas funcionan como depositos de alma- 
cenamiento dinamico que aportan los factores de splicing para 
utilizarlos en los sitios de transcripcion cercanos. La mancha 
verde en el nucleo de la figura \2-2Sa representa un gen video 
que se transcribe cerca de una de las motas. Las micrografias de 
la figura 12-25$ muestran un rastro de factores de splicing que 
se extiende desde un dominio de mota hacia un sitio cercano 
donde la sintesis del pre-mRNA recien se activo. Las diversas 
estructuras del nucleo, entre ellas el nucleolo y las motas, son 
compartimientos dinamicos en estado estable cuya existencia 
depende de su actividad continua. Si la actividad se bloquea, los 
compartimientos desaparecen y sus materiales se dispersan en el 
nucleoplasma. 

Ademas de los nucleolos y las motas, otros corpusculos o 
cuerpos nucleares (p. ej., los corpusculos de Cajal, las GEM y 
los cuerpos PML) a menudo se observan bajo el microscopio. 
Cada uno de estos cuerpos nucleares contiene gran numero 
de proteinas que se mueven hacia adentro y hacia afuera de la 
estructura de un modo dinamico. Dado que ninguno de estos 
cuerpos nucleares esta rodeado por membrana, no se requieren 
mecanismos especiales de transporte para estos movimientos a 
gran escala. Se han atribuido diversas funciones a estas estruc¬ 
turas nucleares, pero siguen siendo mal definidas. Sin embargo, 
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FIGURA 12-25 Compartimentalizacion nuclear de la maquinaria de pro- 
cesamiento de los mRNA celulares. a) Nucleo de una celula tenido con 
anticuerpos fluorescentes dirigidos contra uno de los factores que partici¬ 
pan en el procesamiento del mRNA. La maquinaria de procesamiento del 
mRNA se localiza en alrededor de 30 a 50 sitios discretos, o “motas”. La 
celula que se muestra en esta micrograffa se infecto con un citomegalovirus, 
cuyos genes (que se muestran como puntos verdes) se transcriben cerca de 
uno de estos dominios. b ) Las celulas cultivadas se transfectaron con un 
virus y la transcripcion se activo mediante la adicion de AMP efelieo. Las 
imagenes se ven en varios periodos despues de la activation transcriptional. 
El sitio de transcripcion del genoma viral en esta celula se indica median¬ 
te flechas. Este sitio se revelo al final del experimento por hibridacion del 
RNA viral a una sonda marcada con fluorescencia (indicado por la flecha 
blanca en el cuarto esquema). Factores de splicing de pre-mRNA (naranja) 
forman un rastro de motas en la direction de los genes que se transcriben. 
(. A , TOMADA DE ToM MlSTELI Y DAVID L. SpECTOR, CuRR OpIN CELL 

Biol 10:324, 1998; B , reimpresa con autorizacion de Tom Misteli, 
Javier F. Caceres y David L. Spector, Nature) 387:525, 1997; dere- 
chos reservados 1997, Macmillan Magazines Limited.) 


no parecen ser esenciales para la viabilidad de la celula y no se 
les considerara mas aqui. 

La matriz nuclear Cuando el nucleo aislado se trata con 
detergentes no ionicos y ricos en sal (p. ej., 2 M de cloruro de 
sodio), que remueven los lipidos y casi todas las proteinas histo- 
nicas y no histonicas de la cromatina, el DNA se observa como 
un halo que rodea el nucleo residual (fig. 12-26«). Si despues 
de que las fibras de DNA se digieran con DNasa, la estructura 
que permanece posee la misma forma que el nucleo original, 
pero se compone de una red fibrilar de proteinas delgadas que se 
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ejemplo, si las celulas se incuban con una sonda de precursores 
de RNA o DNA marcada con radiactividad o fluorescencia por 
un breve periodo, se detecta que casi todos los acidos nucleicos 
sintetizados de nuevo se relacionan con estructuras fibrilares del 
tipo de las que se muestran en la figura 12-26. 
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FIGURA 12-26 La matriz nuclear, a) Micrografia electronica de un nucleo 
aislado en presencia de detergente y sal 2 M, que abandona la matriz nuclear 
rodeado por un halo de asas de DNA. La flecha marca el lfmite externo de 
las asas de DNA. b ) Micrografia electronica de una portion de un fibroblas- 
to de raton extraido con detergentes y desprovisto de su cromatina y DNA 
mediante tratamiento con nucleasas y una alta concentration de sal. Pue- 
de verse que el nucleo (N) consiste en una matriz de filamentos residuales 
cuyos elementos terminan en el sitio de la envoltura nuclear. El citoplasma 
(C) contiene una matriz de citoesqueleto diferente cuya estructura se discu¬ 
te en el capitulo 9. (. A , reimpresa con autorizacion de D. A. Jackson, S. 
J. McCready y P. R. Cook, Nature 292:553,1981; © derechos reser- 
vados 1981, Macmillan Magazines Limited; B , tomada de David G. 
Capco, Katherine M. Wan y Sheldon Penman, Cell 29:851, 1982; 
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entrecruzan en el espacio nuclear (fig. 12-26A). Esta red fibrilar 
insoluble se denomina matriz nuclear. La matriz nuclear es un 
tema de gran controversia en la biologia celular; un grupo de 
investigadores supone que la red de proteinas que se observa en 
la figura 12-26 es un artefacto de la preparation. 

De acuerdo con muchas propuestas, la matriz nuclear sirve 
como esqueleto o andamiaje para mantener la forma del nucleo 
o un andamiaje en el que las asas de cromatina se organizan 
(pag. 495); tambien sirve para anclar gran parte de la maquinaria 
que participa en las diferentes actividades del nucleo, inclusive 
la transcription, el procesamiento de RNA y la replication. Por 


REVISION 


1. Describa los componentes que forman la envoltu¬ 
ra nuclear. jCual es la relation entre las membranas 


2 . 


3. 


4. 


nucleares y el complejo del poro nuclear? ^De 


que 


manera el complejo del poro nuclear regula el movi- 
miento bidirectional de materiales entre el nucleo y el 
citoplasma? 

,;Cual es la relation entre las histonas y el DNA de una 
partfcula nuclear de nucleosoma? ^Como se revelo la 
existencia de los nucleosomas? <;C6mo se organizan los 
nucleosomas en los niveles superiores de cromatina? 

,;Cual es la diferencia en estructura y funcion entre la 
heterocromatina y la eucromatina? ^ Entre la cromatina 
constitutiva y la facultativa? ^Entre un cromosoma X 
activo y uno inactivo en una celula de hembra de marm- 
fero? ^Como determina el codigo de histona el estado 
de una region de la cromatina? 

^Cual es la diferencia en estructura y funcion entre los 
centromeres y los telomeres de un cromosoma? 
Describa algunas de las observaciones que sugieren que 
el nucleo es un compartimiento ordenado. 


12.2 CONTROL DE LA EXPRESION _ 

GENICA EN BACTERIAS 

Una celula bacteriana vive en contacto directo con el 
ambiente, que puede cambiar de composition quimica de mane¬ 
ra radical de un momento a otro. En cierto tiempo un compuesto 
particular puede estar presente, mientras que en otro es posible 
que este ausente. Considerense las consecuencias de transferir 
un cultivo bacteriano de un medio minimo a uno que contiene: 
1) lactosa o 2) triptofano. 

1. La lactosa es un disacarido (vease fig. 2-16) compuesto de 
glucosa y galactosa cuya oxidation puede proporcionar inter¬ 
mediaries metabolicos y energia a la celula. El primer paso 
en el catabolismo (es decir, la degradation) de la lactosa es la 
hidrolisis del enlace (un enlace galactosido beta) que une los 
dos azucares, una reaction que la enzima galactosidasa beta 
cataliza. Cuando las celulas bacterianas crecen bajo condi- 
ciones minimas, la celula no necesita la enzima galactosidasa 
beta. Bajo las condiciones minimas una celula promedio con¬ 
tiene pocas copias de galactosidasa beta y una sola copia del 
mRNA correspondiente. Algunos minutos despues de adi- 
cionar lactosa al medio de cultivo las celulas acumulan cerca 
de 1 000 veces el numero de moleculas de galactosidasa beta. 
La presencia de la lactosa indujo la sintesis de esta enzima 
(%. 12-27). 
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FIGURA 12-27 Cinetica de la induction de galactosidasa beta en E . coli . 

Cuando se agrega un inductor apropiado (un galactosido beta), la produc¬ 
tion de mRNA por la enzima galactosidasa beta comienza de manera muy 
rapida, seguida 1 min o mas despues por la aparicion de la enzima, cuya 
concentration se incrementa con rapidez. La remocion del inductor con¬ 
duce a una caida del nivel del mRNA, lo que refleja su pronta degrada¬ 
tion. Los niveles de enzima decaen luego porque ya no se sintetizan nuevas 
moleculas. 


2. El triptofano es un aminoacido necesario para la slntesis de 
proteina. En ausencia de este compuesto en el medio una 
bacteria debe gastar energia para sintetizar este aminoacido. 
Las celulas que crecen en ausencia de triptofano contienen 
las enzimas, y su mRNA correspondiente, que se necesitan 
para la manufactura del triptofano. Sin embargo, si este ami¬ 
noacido esta disponible en el medio, las celulas no tienen que 


sintetizar su propio triptofano y en pocos minutos la pro¬ 
duction de la enzima que participa en la via de triptofano se 
suspende. En presencia de triptofano los genes que codifican 
estas enzimas se reprimen. 

El operon bacteriano 

En una bacteria, los genes que codifican las enzimas de una via 
metabolica suelen agruparse juntos sobre un cromosoma en un 
complejo funcional que se conoce como operon. Todos los genes 
de un operon se controlan de manera coordinada mediante un 
mecanismo que Francois Jacob y Jacques Monod del Institute 
Pasteur en Paris describieron por primera vez en 1961. Un operon 
bacteriano tipico consta de genes estructurales, una region pro- 
motora, una region operadora y un gen regulador (fig. 12-28). 

• Los genes estructurales codifican para las mismas enzi¬ 
mas. Los genes estructurales de un operon suelen yacer uno 
junto a otro y la polimerasa de RNA se mueve de un gen 
estructural al siguiente, transcribiendo todos estos genes en 
un solo mRNA. Este mRNA largo se traduce luego en dife- 
rentes enzimas individuales de la via metabolica. En conse- 
cuencia el encendido de un gen enciende todos los genes que 
producen las enzimas de un operon. 

• El promotor es el sitio donde la polimerasa de RNA se une 
al DNA antes del initio de la transcription (se discute en la 
pag. 433). 

• El operador, que por lo general se localiza adyacente a o en 
traslape con el promotor (vease fig. 12-30), sirve como el sitio 
de union para una proteina, que se conoce como represor. 
El represor es un ejemplo de proteina reguladora de genes 
(una proteina que reconoce una secuencia especifica dentro 
del DNA y se une a esta con alta afinidad). Como se eviden- 
ciara en las secciones de este capitulo, las proteinas que se 
unen al DNA, como los represores bacterianos, tienen una 
funcion predominante en la determination de si un segmen- 
to particular del genoma se transcribe o no. 

• El gen regulador codifica la proteina represora. 

La clave para la expresion del operon se encuentra dentro del 
represor. Cuando el represor se une al operador (fig. 12-29), el 



Operador (0) (codifican para enzimas de 
la misma via metabolica) 


FIGURA 12-28 Organization de un operon 
bacteriano. Las enzimas que conforman una 
via metabolica son codificadas por una serie de 
genes estructurales que residen en un ordena- 
miento continuo dentro del cromosoma bac¬ 
teriano. Todos los genes estructurales de un 
operon se transcriben en un mRNA continuo, 
que se traduce en polipeptidos separados. La 
transcription de genes estructurales la controla 
una proteina represora que, cuando se une al 
sitio operador del DNA, bloquea el movimien- 
to de la polimerasa de RNA del promotor a los 
genes estructurales. 
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vrSs FIGURA 12-29 Regulation genica por medio de operones. Los 

operones inducibles y los reprimibles trabajan con un principio 
semejante: si el represor es capaz de unirse al operador, los genes se apagan; 
si el represor se inactiva o es incapaz de unirse al operador, los genes se 
expresan. a) En un operon inducible: 1) el inductor (en este caso el disa- 
carido lactosa) se une a la protema represora y 2) impide su union con el 
operador (O). 3) Sin el represor en este proceso, la polimerasa de RNA se 
une al promotor (P) y 4) transcribe los genes estructurales. Por tanto, cuan- 
do la concentracion de lactosa es alta, el operador se induce y las enzimas 
necesarias que digieren el azucar se producen. 5) Conforme el azucar se 
metaboliza, su concentracion disminuye, 6) lo que ocasiona que las mole- 
culas inductoras unidas se disocien del represor, que entonces readquiere su 
habilidad para unirse al operador e impedir la transcription. De esta forma, 
cuando la concentracion del inductor es baja, el operon se reprime e impide 


la sintesis de enzimas innecesarias. b ) En un operon reprimible, como el 
operon trp, el represor por si mismo es incapaz de unirse al operador y los 
genes estructurales que codifican para las enzimas se transcriben de manera 
activa. Las enzimas del operon trp catalizan las reacciones en las que esta 
enzima esencial se sintetiza: 1) Cuando esta disponible, la molecula de trip¬ 
tofano actua como correpresor al unirse al represor inactivo y 2) al cambiar 
su estructura, lo que permite que se una al operador y 3) evita la transcrip¬ 
cion de genes estructurales. Por tanto, cuando la concentracion de tripto- 
fano es alta, el operador se reprime y ello previene la sobreproduccion de 
triptofano. 4) Cuando la concentracion de triptofano es baja, la mayoria 
de las moleculas del represor pierde un correpresor y en consecuencia no se 
unen al operador. 5) Los genes se transcriben, 6) las enzimas se sintetizan y 
7) el producto terminal (triptofano) necesario se produce (8). 
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promotor se protege contra la polimerasa y la transcription de 
los genes estructurales se inhibe. La capacidad del represor para 
unirse con el operador e inhibir la transcription depende de la 
conformation de la proteina, que es regulada alostericamente 
por un compuesto clave en la via metabolica, como la lactosa o el 
triptofano, como se describe en forma breve. La concentration 
de este componente clave metabolico es la que determina si el 
operador es activo o inactivo en un momento dado. 

El operon lac La interrelation entre estos diversos elementos 
se ilustra mediante el operon lac (el gmpo de genes que regula la 
production de enzimas necesarias para degradar lactosa en las 
celulas bacterianas). El operon lac es un ejemplo de un operon 
inducible, esto es, uno en el que la presencia de una sustancia 
metabolica clave (en este caso lactosa) induce la transcription 
de genes estructurales (fig. 12-29 a). El operon lac contiene tres 
genes estructurales en tandem: el gen z, que codifica la galac- 
tosidasa beta; el gen y, que codifica la permeasa de galactosido, 
una proteina que promueve la entrada de la lactosa a la celula, y 
un gen a, que codifica la acetiltransferasa de tiogalactosido, una 
enzima cuya funcion fisiologica es poco clara. Si la lactosa esta 
presente en el medio, el disacarido entra a la celula donde se 
une con el represor lac, cambia la conformation del represor y lo 
convierte en incapaz de unirse a la region operadora del DNA. 
En tal estado los genes estructurales se transcriben, la enzima se 
sintetiza y las moleculas de lactosa se catabolizan. Por tanto en 
un operon inducible, como lac, la proteina represora solo puede 
unirse al DNA en ausencia de lactosa, que funciona como un 
inductor . 6 Conforme la concentration de lactosa en el medio 
disminuye, el disacarido se disocia de su sitio de union en la 
molecula represora. La liberation de lactosa capacita al represor 
para unirse a la region operadora, lo que bloquea la polimerasa 


6 El inductor real es la alolactosa, que se deriva y difiere de la lactosa por el tipo de 
union de enlace entre los dos azucares. Esta caracteristica no se toma en cuenta en 
la discusion. 


para alcanzar los genes estructurales y apaga la transcription del 
operon. 

Control positivo por AMP ciclico (monofosfato de adenosina 
ciclico) Los represores, como los de los operones lac y trp, 
ejercen su influencia por control negative , como la interaction 
de estas proteinas con el DNA que inhibe la expresion de genes. 
El operon lac tambien se encuentra bajo control positivo segun 
se descubrio durante una investigation temprana del fenomeno 
llamado efecto de glucosa. Si las celulas bacterianas se alimen- 
tan tanto con glucosa como con otras sustancias, por ejemplo, 
lactosa o galactosa, catabolizan la glucosa e ignoran los otros 
componentes. La glucosa en el medio actua para suprimir la 
production de varias enzimas catabolicas, como la galactosida- 
sa beta, necesarias para degradar las otras sustancias. En 1965 
se realizo un hallazgo sorprendente: el AMP ciclico (cAMP), 
que antes se pensaba que solo participaba en el metabolismo 
eucariota, se detecto en celulas de E. coli. Se encontro que la 
concentration de cAMP en las celulas se relacionaba con la pre- 
sencia de glucosa en el medio; a mayor concentration de gluco¬ 
sa, menor concentration de cAMP. Aun mas, cuando se agrego 
cAMP al medio en presencia de glucosa, las celulas sintetizaron 
de manera repentina las enzimas catabolicas que en condiciones 
normales estaban ausentes. 

Aunque el mecanismo exacto por el que la glucosa dismi¬ 
nuye la concentration de cAMP se desconoce, el mecanismo 
por el que el cAMP supera el efecto de la glucosa se entiende 
bien. Como era de esperar, una molecula pequena como cAMP 
(vease fig. 15-11) no puede estimular la expresion de una bateria 
de genes especifica. Como en las celulas eucariotas, el cAMP 
actua en las celulas procariotas al unirse a una proteina, en este 
caso a la proteina receptora de cAMP (CRP). Aunque la CRP por 
si misma es incapaz de unirse al DNA, el complejo cAMP-CRP 
reconoce y une un sitio especifico de la region de control de 
lac (fig. 12-30). La presencia de la union de CRP ocasiona un 
cambio en la conformation del DNA, que permite que la poli¬ 
merasa de RNA transcriba el operon lac. Por tanto, la presencia 
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SAAAGCGGGCAGTGAGCGCAACGCAATTAATGTGAGTTAGCTCACTCATTAGGCACCCCAGGCTTTACACTTTATGCTTCCGGCTCGTATGTTGTGTGGAATTGTGAGCGGATAACAATTTCACACAGGAAACAGCTATGACCATG 
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FIGURA 12-30 Secuencia nucleotidica de sitios de union en la region de 
control del operon lac. La region promotora contiene el sitio de union 
tanto para la proteina CRP como para la polimerasa de RNA. El sitio de 
inicio de la transcription se define como +1, que se encuentra alrededor 
de 40 nucleotidos corriente arriba del sitio en que la traduction se inicia. 


Las regiones de simetria de secuencia en el sitio CRP y el operador se indi¬ 
can mediante la linea roja horizontal. (Reimpresa con autorizacion de 
R. C. Dickson et al., Science 187:32, 1975; © derechos reservados 
1975, American Association for the Advancement of Science.) 
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del complejo cAMP-CRP es necesaria para la transcription del 
operon, aun cuando la lactosa esta presente y el represor es inac- 
tivo. Conforme la glucosa es mas abundante, las concentraciones 
del cAMP permanecen por debajo de las requeridas para pro¬ 
mover la transcription del operon. 

El operon trp En un operon reprimible, como el operon trip¬ 
tofano (o trp), el represor es incapaz de unirse al DNA operador 
por si mismo. De hecho el represor se activa como una proteina 
que se une al DNA solo cuando forma un complejo con un factor 
especifico, como el triptofano (fig. \2-29b), que funciona como 
un correpresor. En ausencia de triptofano, el sitio operador esta 
abierto para la union de la polimerasa de RNA, que transcribe 
los genes estructurales del operon trp y conduce a la production 
de las enzimas que sintetizan triptofano. Cuando el triptofano 
esta disponible, las enzimas de la via de la sintesis del triptofa¬ 
no ya no se requieren. Bajo estas condiciones el incremento de 
la concentration de triptofano lleva a la formation del complejo 
triptofano-represor, que bloquea la transcription. 

Ribointerruptores 

En los ultimos anos un tipo de mecanismo diferente ha capta- 
do la atencion de los investigadores que estudian la regulation 
genica bacteriana. Se ha descubierto que no son solo proteinas 
(como los represores lac y trp) las moleculas reguladoras genicas 
que son influidas por la interaction con metabolitos pequenos. 
Se han identificado varios RNA mensajeros bacterianos capaces 
de unirse con notable especificidad a un metabolito pequeno, 
como glucosamina o adenina. El metabolito se fija a una region 
no codificadora 5' o 3' del mRNA. Una vez unidos al metaboli¬ 
to, estos mRNA, o ribointerruptores, experimentan un cambio 
en su conformation plegada que les permite modificar la expre¬ 
sion de un gen implicado en la production de ese metabolito. La 
mayoria de los ribointerruptores suprimen la expresion genica 
bloqueando el fin de la transcription o el initio de la traduc¬ 
tion. Como los represores que actuan de manera conjunta con 
operones, los ribointerruptores permiten que las celulas ajusten 
su nivel de expresion genica en respuesta a cambios en la dis- 
ponibilidad de determinados metabolitos. Dado que actuan sin 
la participation de cofactores proteinicos, es probable que los 
ribointerruptores sean un legado de un mundo de RNA ances¬ 
tral (pag. 458). Se ha descubierto un tipo de ribointerruptor en 
plantas y hongos, y esta en marcha la busqueda de este nuevo 
tipo de regulation genica en celulas animales. 


REVISION 


1. Describa la cascada de fenomenos que produce cam¬ 
bios repentinos en la expresion genica en una celula 
bacteriana tras la adicion de lactosa al medio de cultivo. 
<;C6mo se compara con los fenomenos que ocurren en 
respuesta a la adicion de triptofano? 

2. ^Cual es la funcion del AMP ciclico en la sintesis de 
galactosidasa beta? 

3. <;Que es un ribointerruptor? 


12.5 CONTROL DE LA EXPRESION _ 

GENICA EN EUCARIOTAS 

Ademas de poseer un genoma que contiene decenas 
de miles de genes, las plantas y los animales se componen de 
muchos tipos de celulas diferentes. Los vertebrados, por ejem- 
plo, estan formados por cientos de celulas de tipos distintos, 
cada uno mucho mas complejo que una celula bacteriana y que 
requiere una bateria distinta de proteinas capaces de realizar 
actividades especializadas. 

En algun tiempo los biologos pensaron que las celulas 
adquirian su estado de diferenciacion particular al retener parte 
de los cromosomas necesarios para las funciones de ese tipo de 
celula, en tanto se eliminaban otras partes de estos cromoso¬ 
mas que no se requeririan. La idea de que la diferenciacion se 
acompanaba de la perdida de information genetica se elimino 
por completo entre los decenios de 1950 y 1960 mediante una 
serie de experimentos clave tanto en plantas como en animales 
que demostraron que las celulas diferenciadas retenian los genes 
necesarios para convertirse en otra celula en ese organismo. 
Como un ejemplo, Frederick Steward y sus colaboradores de la 
Cornell University demostraron que una celula obtenida de la raiz 
de una planta madura podia inducirse para crecer en una planta 
completa y desarrollada que contenia todos los tipos celulares 
que en condiciones normales estaban presentes. 

Aunque una celula unica de un animal adulto no puede ori- 
ginar individuos nuevos, esta comprobado que el nucleo de estas 
celulas contiene toda la information necesaria para desarrollar 
un organismo nuevo. Lo anterior se demostro en forma especta- 
cular en 1997, cuando Ian Wilmut y sus colegas de un instituto 
escoces de investigation dieron a conocer el primer mamifero 
clonado (la oveja Dolly). 7 Para lograr esta hazana tan contro- 
vertida los investigadores prepararon dos tipos de celulas: 1) un 
oocito de oveja no fertilizado cuyos cromosomas se habian eli- 
minado,y 2) celulas cultivadas derivadas de la glandula mamaria 
(ubre) de una oveja adulta. Cada uno de los oocitos enucleados 
se fusiono con una de las celulas cultivadas (fig. 12-31). La fusion 
celular se completo al unir los dos tipos celulares y someterlos 
a un breve pulso electrico, que tambien sirvio para estimular el 
initio del desarrollo embrionario del huevo. Este procedimiento 
permitio, en esencia, trasplantar un nucleo de una celula adul¬ 
ta en un oocito carente de material genetico. Mediante el uso 
de las instrucciones geneticas aportadas por este nuevo nucleo, 
un huevo se desarrolla en un cordero que contiene todas las 
celulas diferenciadas que se encuentran en este animal. Desde 


7 La oveja Dolly murio en 2003 a los seis anos de edad, que es la mitad de la vida 
normal de una oveja domestica. El animal murio de una enfermedad pulmonar pro- 
gresiva, pero tambien sufrio artritis, una alteration rara en las ovejas jovenes. La 
muerte de Dolly confirmo las observaciones realizadas en otras especies de que los 
animales clonados tienden a sufrir enfermedades, inclusive posible muerte por enve- 
jecimiento prematuro, con una incidencia mucho mas alta que los animales control. 
Tal vez el lector se pregunte si estos problemas de salud se debieron a que el animal 
clonado comenzo su vida con telomeros cortos. Si bien es cierto que los cromosomas 
del nucleo donante tienen telomeros mas cortos porque dicho nucleo se obtiene de 
un tejido adulto, los telomeros de los cromosomas donantes se alargan despues 
de la transferencia al interior del ovulo, por efecto de la telomerasa presente en el 
citoplasma ovular. En consecuencia, se cree que los animales clonados tienen telo¬ 
meros de longitud normal. 
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FIGURA 12-31 La donation de animales demuestra que el nucleo retiene 
un complemento integro de information genetica. En este experimen- 
to un huevo enucleado de oveja de una cepa se fusiono con una celula de 
glandula mamaria de una hembra de otra cepa. El oocito activado se desa- 
rrollo en una oveja sana. Como todos los genes de la oveja recien nacida se 
derivaron de nucleo trasplantado (lo que se demostro mediante marcadores 
geneticos), este experimento confirma el concepto generalizado de que las 
celulas diferenciadas retienen toda la information genetica originalmente 
presente en el cigoto. [La dificultad primaria en los experimentos de tras- 
plante nuclear suele presentarse cuando el nucleo de una celula somatica (no 
germinativa) se coloca de manera repentina en el citoplasma de un huevo 
hasta cierto punto inactivo. Para evitar danar el nucleo donante, las celu¬ 
las cultivadas se llevaron a un estado de reposo (llamado G Q ) mediante la 
reduccion drastica del contenido de suero en el medio de cultivo.] 


el nacimiento de la oveja Dolly los investigadores han clonado 
de modo satisfactorio otros animales, entre ellos, ratones, vacas, 
cabras, cerdos, conejos y gatos (vease fig. 12-14c). 

Estos experimentos evidenciaron que el nucleo de las celu¬ 
las especializadas, como las que provienen de las raices de una 
planta o de una glandula de un animal, contienen la informacion 
genetica necesaria para la diferenciacion en otros tipos celula- 


res. De hecho cada celula del cuerpo humano alberga un grupo 
completo de “genes humanos”. Por tanto, no es la presencia o 
ausencia de genes en una celula la que determina las propie- 
dades de la misma, sino la forma en que esos genes se utilizan. 
Por ejemplo, las celulas que se convierten en celulas hepaticas lo 
hacen porque expresan un grupo especifico de “genes del higa- 
do”, en tanto que al mismo tiempo reprimen los genes cuyos 
productos no participan en la funcion hepatica. Ademas, cada 
uno de los genes implicados en el desarrollo hepatico debe 
expresarse en el momento apropiado de la diferenciacion y en un 
grado adecuado. El tema de la expresion selectiva de los genes, 
que constituye el corazon de la biologia molecular, ocupara el 
resto de este capitulo. 

Una celula bacteriana promedio contiene suficiente DNA 
para codificar alrededor de 3 000 polipeptidos, de los que cer- 
ca de un tercio se expresa en cualquier momento. Comparese 
lo anterior con una celula humana, la cual contiene suficiente 
DNA (6 mil millones de pares de bases) para codificar varios 
millones de polipeptidos diferentes. Aunque la mayor parte de 
este DNA no contiene informacion codificadora de proteinas, se 
estima que una celula de mamifero tipica produce por lo menos 
5 000 polipeptidos distintos en cualquier momento. Muchos de 
estos polipeptidos, como las enzimas de la glucolisis y los trans- 
portadores de electrones de la cadena respiratoria, se sintetizan 
en casi todas las celulas del organismo. Asimismo cada tipo 
celular sintetiza proteinas que son unicas para su estado diferen- 
ciado. Estas proteinas, mas que cualquier otro componente, con- 
fieren a la celula sus caracteristicas unicas. A causa de la enorme 
cantidad de acido desoxirribonucleico que se encuentra en las 
celulas eucariotas y el gran numero de proteinas distintas que 
se ensamblan, la regulation de la expresion de genes eucariotas 
es un proceso complejo y extraordinario que apenas comienza a 
entenderse. 

Considerese la situation que enfrenta una celula que se 
desarrolla en un globulo rojo en la medula osea de un hueso 
humano. La hemoglobina constituye mas de 95% de la proteina 
de estas celulas, aunque los genes que codifican para los polipep¬ 
tidos de hemoglobina representan menos de una millonesima 
parte de su DNA total. Las celulas no solo tienen que encon- 
trar esta aguja genetica en el pajar cromosomico, tambien deben 
regular su expresion con tal grado de precision que la production 
de estos pocos polipeptidos se convierta en la actividad sintetica 
dominante de las celulas. Puesto que la cadena de fenomenos 
que conducen a la sintesis de una proteina consta de diferentes 
etapas, el control puede ejercerse a distintos niveles. 

La regulation de la expresion genica en celulas eucariotas 
ocurre sobre todo a tres niveles distintos, como se ilustra en la 
figura 12-32: 

1. A nivel transcripcional, mecanismos de control determi- 
nan si un gen particular puede transcribirse y, si es asi, con 
que frecuencia. 

2. A nivel del procesamiento, mecanismos de control deter- 
minan la via por la que la transcription primaria de mRNA 
(pre-mRNA) se procesa en un RNA mensajero que puede 
transcribirse en un polipeptido. 

3. A nivel traduccional, mecanismos de control determinan 
cuando un mRNA particular se traduce y, si esto ocurre, con 
que frecuencia y durante cuanto tiempo. 
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FIGURA 12-32 Resumen de los diferentes niveles de control de la expre- 
sion genica. Los controles a nivel transcripcional operan mediante la deter¬ 
mination de que genes se transcriben y con que frecuencia; los controles a 
nivel transcripcional operan para determinar que parte de la transcripcion 
primaria se convierte en parte del grupo de mRNA celulares, y el control a 
nivel traduccional regula si un mRNA particular se transcribe o no y, si es 
asi, que tan a menudo y por cuanto tiempo. 


En las siguientes secciones de este capitulo se considera 
cada una de estas estrategias de regulation. 


12.4 CONTROL A NIVEL TRANSCRIPCIONAL 

Como en las celulas procariotas, la transcription dife- 
rencial de genes es el mecanismo aislado mas importante por el 
que las celulas eucariotas determinan que proteinas se sinteti- 
zaran en cualquier momento de su vida. Numerosas evidencias 
indican que genes diferentes se expresan mediante celulas en 
etapas distintas del desarrollo embrionario, celulas en tejidos 
diversos o celulas expuestas a diversos tipos de estimulos. La 
figura 12-33 muestra un ejemplo de la expresion especifica de 
tejido de un gen. En este caso un gen que codifica una proteina 
especifica de musculo se transcribe en las celulas de un embrion 
de raton que dara lugar al tejido muscular del animal. Una tec- 
nica diferente para estudiar el control a nivel transcriptional que 
se aplica desde hace poco tiempo es el uso de los microordena- 
mientos de DNA (o “chips de DNA”). Con esta tecnologia los 
investigadores pueden vigilar la expresion de miles de genes de 
una poblacion celular particular en un solo experimento. 

Se han desarrollado varios tipos de micromatrices. La figu¬ 
ra 12-34 ilustra el empleo del microordenamiento de DNA para 
comparar las poblaciones de mRNA presentes en las celulas de 



FIGURA 12-33 Demostracion experimental de la expresion especifica de 
tejido de un gen que participa en la diferenciacion celular del musculo. 

La transcripcion del gen de miogenina se activa de modo especifico en 
aquellas partes de este embrion de raton de 11.5 dfas de edad (el miotomo 
de los somitas) que daran lugar al tejido muscular. La fotografia muestra un 
embrion de raton transgenico que contiene la region reguladora del gen de 
miogenina localizada corriente arriba de un gen de galactosidasa beta bacte- 
riana, que actua como un gen reportero. Por lo general el gen de galactosidasa 
beta se emplea para vigilar la expresion de tejidos especfficos de un gen, 
porque la presencia de la enzima galactosidasa beta se revela con facilidad 
mediante la production de la coloration azul en una prueba histoqufmica 
sencilla. La activation de la transcripcion, que resulta de factores transcrip- 
cionales que se unen a la region reguladora del gen de la miogenina, se 
indica con las celulas tenidas de azul. (Tomada de T. C. Cheng et al., 
cortesia de Eric N. Olson, J Cell Biol. 119:1652, 1992. Mediante 

AUTORIZACION DE DERECHOS RESERVADOS DE LA ROCKEFELLER UNIVER¬ 
SITY Press.) 


levadura bajo dos condiciones distintas de crecimiento. La parte 
a de la figura presenta un resumen de los pasos basicos de estos 
experimentos; tales pasos pueden describirse brevemente como 
sigue: 

1. Los fragmentos de DNA que representan los genes indi¬ 
viduates a estudiar se generan mediante las tecnicas de do¬ 
nation de DNA que se describen en el capitulo 18 (PCR, 
fig. 18-43; donation de DNA, fig. 18-39). En el caso que se 
muestra en el paso de la parte inferior de la figura 12-34«, 
cada base de la placa coloca un volumen pequeno que contie¬ 
ne un gen especifico clonado de levadura. Cada base contiene 
genes diferentes. Los DNA clonados se depositan luego en 
forma de gota, uno a la vez, en un arreglo ordenado sobre un 
portaobjetos de vidrio mediante un instrumento automati- 
zado que libera pocos nanolitros de la solution concentrada 
de DNA en un punto especifico del portaobjetos (paso b). El 
paso c muestra un microordenamiento de DNA completo. 
Con esta tecnica los fragmentos de DNA de miles de genes 
diferentes pueden gotearse en localizations conocidas sobre 
la superficie de vidrio. 
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FIGURA 12-34 La production de microordenamientos de DNAy su uti- 
lizacion en la vigilancia de la transcripcion genica. a) Pasos en la cons¬ 
truction de un microordenamiento de DNA. Preparacion de los cDNA (p. 
ej., los DNA que representan los mRNA que se encuentran en una celula) 
usados en el experimento que se muestra en los pasos 1 a 3. La preparacion 
de los microordenamientos de DNA se ilustra en los pasos de a hasta c. La 
mezcla de cDNA se incuba con el microarreglo en el paso 4 y en el paso 5 se 
muestra un resultado hipotetico. La intensidad del color de cada mancha es 
proporcional al numero de cDNA unidos. b ) Resultados de un experimento 
realizado con una mezcla de cDNA que representan las transcripciones de 
mRNA de celulas de levadura en presencia de glucosa (cDNA marcados 
con verde) y tras la depletion de glucosa (cDNA marcados con rojo). Las 
manchas que exhiben fluorescencia amarilla corresponden a genes que se 
expresan bajo ambas condiciones de cultivo. El recuadro inferior derecho 
muestra un acercamiento de una pequena portion del microordenamiento. 
Los detalles de este experimento se discuten en el texto. c ) Esquema que 
muestra los cambios de las concentraciones de glucosa y etanol en el medio 
y de la densidad celular durante el experimento. Al principio las celulas de 
levadura consumen glucosa, y entonces generan el etanol por fermentacion 
y por ultimo dejan de crecer despues que ambas fuentes de energia quimica 
se agotan. d) Cambios en la expresion de genes que codifican las enzimas 
del ciclo del ATC durante el curso del experimento. Cada linea horizontal 
describe el nivel de expresion de un gen particular en diferentes periodos. 
Los nombres de los genes se presentan a la derecha (vease la figura 5-7 
para las enzimas). Los cuadros rojos indican el mas alto nivel de expresion 
genica y los cuadros verdes, el nivel mas bajo de expresion. Se observa que 
la expresion de genes que codifican las enzimas del ciclo del ATC se induce 
conforme las celulas comienzan a metabolizar etanol y se reprime cuando 
el etanol se agota. (B a D, cortesia de Patrick O. Brown. Vease Joseph 
DeRisi et al., Science 278:680,1997, y Tracy L. Ferea y Patrick O. 
Brown, Curr Opin Gen Develop 9:715,1999.) 


2. Entre tanto los mRNA presentes en las celulas en estudio se 
purifican (paso 1, fig. 12-34) y convierten en una poblacion de 
DNA complementarios marcados con fluorescencia (cDNA) 
(paso 2). El metodo para preparar los cDNA tambien se des¬ 
cribe en el capitulo 18 (vease fig. 18-45). En el ejemplo que 
se ilustra en la figura 12-34, y se explica despues, una de las 
preparaciones de cDNA de dos poblaciones celulares distin- 
tas se marco con un colorante verde fluorescente y la otra 
con un colorante rojo fluorescente. Las dos preparaciones de 
cDNA marcadas se mezclaron (paso 3) e incubaron con el 
portaobjetos que contiene el DNA inmovilizado (paso 4). 

3. Los DNA del microordenamiento que se hibridaron al 
cDNA marcado se identifican al examinar el portaobjetos 
bajo el microscopio (paso 5). Cualquier mancha en el micro¬ 
ordenamiento que exhibe fluorescencia representa un gen 
transcrito en las celulas que se estudian. 

La figura 12-34$ muestra los resultados de este experimen¬ 

to. Cada punto del microarreglo de la figura 12-34$ contiene 

un fragmento de DNA inmovilizado de un gen distinto en el 

genoma de la levadura. Si se toman juntos, los puntos contienen 

el DNA de todos los 6 200 genes que codifican proteinas pre¬ 
sentes en una celula de levadura. Como se discutio antes, este 
microordenamiento de DNA particular se hibridizo con una 
mezcla de dos poblaciones de cDNA diferentes. Una pobla¬ 
cion de cDNA, que se marco con colorante fluorescente verde, 
se preparo a partir del mRNA de las celulas de levadura que 


crecieron en presencia de altas concentraciones de glucosa. A 
diferencia de lo que ocurre en el caso de la mayoria de las celu¬ 
las, cuando las celulas de levadura de panificacion se cultivan en 
presencia de glucosa y oxigeno, obtienen su energia por medio 
de glucolisis y fermentacion, y convierten con rapidez la gluco¬ 
sa en etanol (section 3.3). La otra poblacion de cDNA, que se 
marco con colorante fluorescente rojo, se preparo a partir del 
mRNA de celulas de levadura que crecieron de manera aerobica 
en un medio rico en etanol pero sin glucosa. Las celulas que 
crecen bajo estas condiciones obtienen su energia mediante fos- 
forilacion oxidativa, que requiere las enzimas del ciclo del acido 
tricarboxilico (ATC) (pag. 185). Las dos poblaciones de cDNA 
se mezclaron e hibridaron al DNA del microordenamiento, y 
el portaobjetos se examino en un microscopio de fluorescencia. 
Los genes que muestran actividad en uno o en otro medio de 
crecimiento aparecen como manchas verdes o rojas en el micro¬ 
ordenamiento (paso 5, fig. 12-34«, $). Las manchas sin color de 
la figura 12-34 representan los genes que no se transcriben en 
estas celulas en ninguno de los medios de cultivo, en tanto que 
las manchas que tienen una fluorescencia amarilla representan 
genes que se transcriben en las celulas cultivadas en los dos tipos 
de medio. El recuadro muestra una vista cercana de una pequena 
portion del microordenamiento. 

Los resultados experimentales que la figura 12-34$ ilustra 
identifican los genes que se transcriben en celulas de levaduras 
bajo las dos condiciones de crecimiento. Pero de la misma impor- 
tancia, tambien proveen information respecto a la abundancia 
de los mRNA individuales en las celulas, que es proportional 
a la intensidad de fluorescencia de cada mancha. Una mancha 
que muestra una fluorescencia verde muy fuerte, por ejemplo, 
representa un gen cuyas transcripciones son abundantes en las 
celulas de levaduras que crecen en glucosa pero se reprimen en 
las celulas de levadura que crecen en etanol. Las concentraciones 
de mRNA individuales pueden variar por mas de 100 veces en 
celulas de levadura. La tecnica es tan sensible que un mRNA 
puede detectarse a un nivel de menos de una copia por celula. 2 3 * * * * 8 

La figura 12-34r muestra los cambios en la concentration 
de glucosa y etanol en el curso del experimento. Las celulas de 
levadura metabolizan con rapidez la glucosa, lo que ocasiona la 
desaparicion del azucar en pocas horas. Las celulas de levadura 
metabolizan de manera gradual el etanol que se produce por la 
fermentation de glucosa en los dias posteriores hasta que des- 
aparece del medio. La figura 12-34J ilustra los cambios en el 
nivel de expresion de los genes que codifican las enzimas del 
ciclo del ATC durante el curso de este experimento. Los niveles 
de expresion de cada gen (marcados a la derecha) se muestran 
en intervalos (marcados en la parte superior) con sombreados de 
rojo para representar el incremento en la expresion y sombrea¬ 
dos de verde para representar la disminucion en la expresion. Es 
evidente que la transcription de genes que codifican las enzimas 
de ATC se estimula cuando las celulas se adaptan al crecimiento 
en una fuente de carbon (etanol) que se metaboliza por la respi¬ 
ration aerobica y despues se reprime cuando el etanol se agota. 


8 Es probable que las diferencias en la abundancia de mRNA reflejen divergencias en 
la estabilidad del mRNA (pag. 535), asi como diferencias en la tasa de transcripcion. 
En consecuencia, los resultados obtenidos de los microordenamientos de DNA no 
pueden interpretarse solo sobre la base del control transcripcional. 
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En la actualidad los microordenamientos de DNA se uti- 
lizan para estudiar los cambios en la expresion genica que ocu- 
rren durante una amplia variedad de sucesos biologicos, como 
la division celular y la transformation de una celula normal en 
una celula maligna. Tambien permiten estudiar la diversidad 
de RNA que una sola celula tumoral produce, una vez que los 
cDNA se amplifican por PCR. Ahora que las secuencias de una 
variedad de genomas eucariotas se conocen, los investigadores 
cuentan una variedad de genes ilimitada cuya expresion puede 
analizarse en distintas condiciones. 

Los microordenamientos de DNA tienen muchos usos 
potenciales ademas de proporcionar una vision de la expresion 
genica. Por ejemplo, tales microordenamientos pueden emplear- 
se para determinar el grado de variation genetica en la poblacion 
humana o identificar los alelos para genes particulares que una 
persona porta en sus cromosomas. Se tiene la esperanza de que 
algun dia esta information pueda prevenir a una persona respec- 
to a las enfermedades a las que pueda ser susceptible durante su 
vida y dark una oportunidad para tomar medidas preventivas 
tempranas. 

La funcion de los factores de transcripcion 
en la regulacion de la expresion genica 

Ha habido grandes progresos en lo que se refiere a la manera 
como ciertos genes se transcriben en una celula particular, en 
tanto que otros genes permanecen inactivos. El control trans¬ 
criptional es orquestado por un gran numero de proteinas llama- 
das factores transcripcionales. Como se estudio en el capitulo 
11, estas proteinas pueden dividirse en dos clases funcionales: 
factores transcripcionales generales que se unen a los sitios pro- 
motores nucleares en relation con la polimerasa de RNA (pag. 
445) y factores transcripcionales especificos de secuencia que 
se unen a varios sitios reguladores de genes particulares. Este 
ultimo grupo de factores transcripcionales puede actuar como 
activadores transcripcionales que estimulan la transcripcion de 
genes adyacentes o como represores transcripcionales que inhiben 
la transcripcion. 

En esta section el interes se centra en los activadores trans¬ 
cripcionales, cuyo trabajo es transmitir la information codificada 
en el DNA a la maquinaria transcriptional de la celula. Aunque 
la estructura de diferentes factores transcripcionales y la forma 
en que interactuan con sus secuencias de DNA bianco se cono¬ 
cen a detalle, hasta el momento no se cuenta con una vision uni- 
ficada de sus mecanismos de operation. Por ejemplo, se presume 
que un solo gen puede controlarse mediante muchos sitios de 
regulacion diferentes de DNA que unen una variedad de facto¬ 
res transcripcionales. En cambio, un solo factor transcriptional 
puede unirse a numerosos sitios alrededor del genoma y por tan¬ 
to controlar la expresion de diferentes genes de un hospedador. 
Cada tipo de celula tiene un patron caracteristico de transcrip¬ 
tion de genes, que esta determinado por el complemento parti¬ 
cular de factores de transcripcion contenidos en la celula. 

El control de la transcripcion de genes es complejo y recibe 
la influencia de diversas circunstancias, inclusive la afinidad de 
los factores de transcripcion por secuencias de DNA y la habili- 
dad de los factores de transcripcion unidos a los sitios cercanos 
en el DNA para interactuar de modo directo entre si. La figura 
12-35 ilustra un ejemplo de este tipo de interaction cooperativa 



FIGURA 12-35 Interacciones entre factores transcripcionales unidos a di- 
ferentes sitios en la region reguladora de un gen. Esta imagen describe 
la estructura terciaria de dos factores de transcripcion, NFAT-1 (verde) y 
AP-1 (cuyas dos subunidades se muestran en rojo y azul) unido al DNA 
corriente arriba de un gen de citocina que participa en la respuesta inmuni- 
taria. La interaccion cooperativa entre estas proteinas altera la expresion del 
gen de citocina. Las barras grises trazan la direction de la helice de DNA, 
que se dobla como resultado de la interaccion proteina-proteina. (Tomada 
deTom K. Kerppola, Structure 6:550,1998.) 


entre factores transcripcionales vecinos y se discute en la pagina 
521. En un sentido, las regiones reguladoras de un gen pueden 
semejarse a un centra de integration para la expresion genica. 
Las celulas expuestas a diferentes estimulos responden mediante 
la sintesis de factores transcripcionales diferentes, que se unen a 
sitios distintos en el DNA. La extension a la que un gen parti¬ 
cular se transcribe parece depender de la combinacion espetifica 
de factores transcripcionales que se unen a elementos regula¬ 
dores corriente arriba. Puesto que 5 a 10% del genoma codifica 
factores transcripcionales, se sabe que puede ocurrir un numero 
ilimitado de combinaciones entre estas proteinas. La compleji- 
dad de estas interacciones entre DNA y proteinas reguladoras 
es revelada por la notable variation en los patrones de expresion 
genica entre celulas de diversos tipos, varios tejidos, diferente 
estado de desarrollo y distinto estado fisiologico. 

La estructura de los factores 
transcripcionales 

La estructura tridimensional de diversos complejos DNA-pro- 
teina se determina por medio de la cristalografia de rayos X y 
la espectroscopia de resonancia magnetica nuclear (NMR), que 
proveen un esquema basico de la forma en que estas dos mole- 
culas gigantes interactuan una con otra. Como la mayoria de 
las proteinas, los factores transcripcionales contienen diferentes 
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dominios que participan en aspectos distintos de la funcion de 
la proteina. Por lo general, los factores transcripcionales contie- 
ne al menos dos dominios: un dominio de DNA que se enlaza a 
secuencias especificas de pares de bases de DNA y un dominio 
de activacion que regula la transcription al interactuar con otras 
proteinas. Ademas muchos factores transcripcionales contienen 
una superficie que promueve la union de la proteina con otras 
proteinas de estructura identica o similar para formar un dimero. 
Esta demostrado que la formation de dimeros es una caracteris- 



FIGURA 12-36 Interaction entre un factor de transcription y su secuencia 
de DNA bianco. Un modelo de la interaction entre dos dominios de union 
al DNA del receptor dimerico de glucocorticoide (GR) y el DNA bianco. 
Las dos helices alfa, una de cada subunidad del dimero, se extienden de 
manera simetrica en los dos surcos mayores adyacentes del DNA bianco. 
Los residuos en el dimero GR que son importantes para las interacciones 
entre los dos monomeros estan coloreados de verde. Los cuatro iones de 
cine (dos por monomero) se muestran como esferas purpuras. (Reimpresa 
CON AUTORIZACION DE T. HARD ET AL., CORTESIA DE ROBERT KaPTEIN, 

Science 249:159,1990; © derechos reservados 1990, American Asso¬ 
ciation for the Advancement of Science.) 


tica que muchos tipos de factores transcripcionales comparten y, 
como se discute mas adelante, se cree que desempena una fun- 
cion importante en la regulation de la expresion genica. 

Estructuras relacionadas de factores transcripcionales 

Los dominios de union de DNA de la mayoria de estos factores 
pueden agruparse en diferentes clases cuyos miembros poseen 
estructuras relacionadas ( motifs ) que interactuan con secuencias 
de DNA. La existencia de varias familias de proteinas de 
union de DNA indica que la evolution encontro diversas solu- 
ciones para el problema de la construction de polipeptidos que 
pueden unirse a la doble helice de DNA. Como se vera, la mayo¬ 
ria de estas estructuras contiene un segmento (a menudo una 
helice alfa, como se muestra en la figura 12-36) que se inserta 
en el surco mayor del DNA, donde se reconoce la secuencia de 
pares de bases que se localizan en el surco. La union de la pro¬ 
teina al DNA se realiza mediante una combination especifica de 
fuerzas de van der Waals, enlaces ionicos y puentes de hidrogeno 
entre los residuos de aminoacidos y diferentes segmentos del 
DNA, inclusive el esqueleto. 

Las estructuras relacionadas mas frecuentes que se observan 
en las proteinas que unen DNA eucariota comprenden los dedos 
de cine, la helice-asa-helice, la cremallera de leucina y la caja 
HMG. Cada una provee una estructura estable en que las super¬ 
ficies de la proteina que reconocen el DNA pueden posicionarse 
de manera apropiada para interactuar con la doble helice. 

1. La estructura dedos de cine. La clase mas grande de facto¬ 
res transcripcionales contiene una estructura que se conoce 
como dedos de cine. En la mayoria de los casos el ion de cine 
de cada dedo se coordina con dos cisteinas y dos histidinas. 
Los dos residuos de cisteina son parte de una hoja beta ple- 
gada de dos cadenas en un lado del dedo de cine y los dos 
residuos de histidina forman parte de una helice alfa corta 
en el lado opuesto del dedo (recuadro de la figura 12-37«). 
Por lo general estas proteinas tienen cierto numero de tales 
dedos que actuan de manera independiente uno de otro y 
estan espaciados para proyectarse en los sucesivos sur¬ 
cos mayores del DNA bianco, como se ilustra en la figura 
12-37«. La primera proteina dedo de cine que se descubrio, el 
factor TFIIIA, tiene nueve dedos de cine (fig. 12-37 b). Otros 
factores transcripcionales de dedos de cine incluyen Egr, que 
participa en la activation de los genes que se requieren para 
la division celular, y GATA, que participa en el desarrollo del 
musculo cardiaco. La comparacion de diferentes proteinas 
dedo de cine indica que la estructura provee un marco estruc- 
tural para una amplia variedad de secuencias de aminoacidos 
que reconocen un grupo diverso de secuencias de DNA. 

2. Estructura helice-asa-helice (HLH). Como su nombre lo 
indica, se caracteriza por dos segmentos de helice alfa sepa- 
rados por un asa intermedia. A menudo el dominio HLH es 
precedido por un grupo de aminoacidos muy basicos cuyas 
cargas positivas de las cadenas laterales hacen contacto con 
el DNA y determinan la especificidad de secuencia del fac¬ 
tor transcriptional. Las proteinas con esta HLH basica (o 
bHLH) siempre se presentan como dimeros, como se ilustra 
en el ejemplo del factor transcriptional MyoD en la figura 
12-38. Genes distintos suelen codificar las dos subunidades 
del dimero, lo que determina que la proteina sea un hetero- 
dimero. 
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FIGURA 12-37 Factores transcripcionales que se unen por medio de una 
estructura dedo de cine, a) Modelo del complejo entre una protema con 
cinco dedos de cine (llamados GLI) y DNA. Cada uno de estos dedos de 
cine es de color diferente; el DNA se muestra en azul oscuro; los cilin- 
dros y los listones destacan las helices alfa y las hojas beta, respectivamen- 
te. El recuadro muestra la estructura de un solo dedo de cine, b ) Modelo 
de TFIIIA unido al DNA del gen 5S RNA. TFIIIA se requiere para la 
transcripcion del gen 5S rRNA mediante la polimerasa de RNA III. (. A , 
REIMPRESA CON AUTORIZACION DE NlKOLA PaVLETICH Y CARL O. PaBO, 

Science 261:1702, 1993; © derechos reservados 1993, American 
Association for the Advancement of Science; B , tomada de K. R. 
Clemens et al., Proc Nat’l Acad Sci USA 89:10825,1992.) 



(b) 


FIGURA 12-38 Un factor transcripcional con una estructura helice-asa- 
helice basica (bHLH). a) MyoD, un factor transcripcional dimerico que 
participa en la activacion de la diferenciacion muscular, es una protema 
bHLH que se une al DNA por una asociacion de su region basica. El sitio 
de union a 14 pares de bases en el DNA se muestra en azul. La region basica 
de cada monomero de MyoD se representa en rojo, mientras que la region 
helice-asa-helice de cada monomero de MyoD se muestra en cafe. Las bases 
de DNA unidas mediante el factor de transcripcion se indican en amarillo. 
b) Esquema del complejo dimerico MyoD en la misma orientacion que en 
la parte a. Las helices alfa se representan como cilindros. (Tomada de P. 
C. M. Ma et al., cortesia de Carl O. Pabo, Cell 77:453,1994; con 

AUTORIZACION DE CELL PRESS.) 


La heterodimerizacion expande mucho la diversidad de 
factores de regulation que pueden generarse a partir de un 
numero limitado de polipeptidos (fig. 12-39). Supongase, 
por ejemplo, que una celula sintetiza cinco polipeptidos 
que contienen bHLH distintas que fueron capaces de for- 
mar heterodimeros entre si en cualquier combination; por 
tanto pueden generarse 32 (2 s ) combinaciones de factores 
transcripcionales diferentes que reconocen 32 secuencias de 
DNA distintas. En realidad es probable que las combina- 


ciones entre los polipeptidos esten restringidas, de manera 
semejante a la formation de las moleculas de integrina hete- 
rodimericas (pag. 248). 

Los factores transcripcionales que contienen HLH des- 
empenan una funcion clave en la diferenciacion de ciertos 
tipos de tejidos, inclusive el musculo esqueletico (como se 
ilustra en la figura 12-33). Los factores transcripcionales que 
contienen HLH tambien participan en el control de la proli¬ 
feration celular y al parecer en la generation de ciertos tipos 
de cancer. Como se senalo en la pagina 502, las transloca- 
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FIGURA 12-39 Incremento de la union al DNA a 
traves de factores de transcription especificos por 
medio de la dimerization. En este modelo de una 
proteina HLH, tres diferentes factores de transcrip¬ 
cion dimericos que reconocen distintos sitios de 
union al DNA pueden formarse cuando dos sub- 
unidades se vinculan en combinaciones diferentes. 


ciones cromosomicas pueden generar genes anormales cuya 
expresion ocasiona que la celula se convierta en cancerosa. 
Los genes que codifican por lo menos cuatro diferentes pro- 
teinas bHLH (Myc, SCL, LYL-1 y E2A) se encuentran en 
las translocaciones cromosomicas que conducen al desarrollo 
de canceres especificos. El mas prevalente de estos canceres 
es el linfoma de Burkitt en el que el gen MYC del cromosoma 
8 se transloca a un locus en el cromosoma 14 que contiene 
el sitio de regulation para un gen que codifica parte de una 
molecula de anticuerpo. Se supone que la expresion excesiva 
del gen MYC en su nueva localization es un factor importan- 
te para el desarrollo de este linfoma. 

3. La estructura cremallera de leucina. Su nombre se deriva del 
hecho de que las leucinas estan presentes cada siete amino¬ 
acidos a lo largo de la secuencia de la helice alfa. Puesto que 
una helice alfa se repite cada 3.5 residuos, todas las leucinas 
a lo largo de esta secuencia de polipeptido se encuentran en 
la misma direction. Dos de las helices alfa de este tipo son 
capaces de juntarse en una cremallera para formar una estruc¬ 
tura superenrollada. Por tanto, como casi todos los factores 
transcripcionales, las proteinas con estructura cremallera 
de leucina existen como dimeros. La cremallera de leucina 
puede unir DNA porque contiene un grupo de aminoacidos 
basicos en un lado de la helice alfa que contiene leucina. El 
segmento basico y la cremallera de leucina juntos se refieren 
como estructura bZIP. En consecuencia, como las proteinas 
bHLH, las porciones de helice alfa de las proteinas bZIP 
son importantes en la dimerization, en tanto que el grupo 
de aminoacidos basicos permite a la proteina reconocer una 
secuencia nucleotidica especifica en el DNA. AP-1, cuya 
estructura e interaction con el DNA se muestra en la figu- 
ra 12-35, es un ejemplo de factor transcriptional tipo bZIP. 
AP-1 es un heterodimero cuyas dos subunidades (Fos y Jun, 
mostradas en rojo y azul, respectivamente en la figura 12-35) 
son codificadas por los genes FOS y JUN. Estos dos genes 
desempenan una funcion importante en la proliferation 
celular y su mutation puede ocasionar que la celula se con¬ 
vierta en maligna. Las mutaciones en cualquiera de los dos 
genes que impiden que las proteinas formen heterodimeros 
tambien impiden que las proteinas se unan al DNA, lo que 
indica la importancia de la formation de dimeros en la regu¬ 
lation de su actividad como factores transcripcionales. 

4. La estructura caja HMG. La caja HMG recibe su nombre 
de un gran grupo de proteinas abundantes, hamado grupo de 
proteinas de alta movilidad (HMG), en el que se descubrio 
por primera vez. Consiste en tres helices alfa organizadas en 
estructuras en forma de boomerang capaz de unir DNA, como 
se muestra en la figura 12-40a. Los factores transcripcionales 
que poseen cajas HMG se definen como factores “arquitec- 


tonicos”; activan la transcription mediante el doblamiento 
de DNA, lo que al parecer promueve la interaction de otros 



(b) 


FIGURA 12-40 Proteinas HMG que doblan el DNA. a ) Modelo que mues¬ 
tra una portion de la proteina HMG humana SRY (color verde) unida al 
DNA (color azul/rojo). La union de la proteina induce una formation de 
asa en el DNA, que se acopla a la superficie concava de la caja HMG. El 
doblez ocurre conforme la proteina hace contacto con el surco menor del 
DNA y se inserta en la cadena lateral de un residuo de isoleucina entre un 
par de bases especifico. b ) UBF es un factor transcripcional dimerico que 
dobla el DNA y lo convierte en un molde para la polimerasa de RNAI. La 
union de la polimerasa de RNA I requiere diferentes factores transcripcio¬ 
nales generales, no distintos de los necesarios para la union de la polimerasa 
de RNA II con la caja TATA en estos promotores. ( A , tomada de Milton 
H. Werner et al., cortesia de G. M. Clore y A. M. Gronenborn, 
Cell 81:707,1995; con autorizacion de Cell Press.) 
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factores transcripcionales unidos a sitios muy cercanos (fig. 
12-4CD). La proteina HMG denominada SRY, que se mues- 
tra en la figura 12-40«, tiene una participation importante en 
la diferenciacion sexual en humanos masculinos. La proteina 
SRY, que codifica un gen del cromosoma Y, activa la trans¬ 
cription de genes en una via que lleva a la diferenciacion de 
los testiculos. Las mutaciones en el gen SRY que generan 
proteinas incapaces de unirse a DNA causan un trastorno 
que se conoce como “inversion sexual”. Los individuos con 
este fenotipo tienen un par de cromosomas sexuales XY pero 
se desarrollan como mujeres. 

Una proteina HMG distinta llamada UBF, que se ilus- 
tra en la figura \2-A0b, se une al DNA como un dimero cuyas 
dos subunidades contienen un total de 10 cajas HMG. A fin 
de interactuar con sitios sucesivos a lo largo del DNA, las 
cajas HMG distorsionan la helice de DNA para que sus asas 
rodeen la proteina. Las asas de DNA exponen dos secuen- 
cias de DNA reguladoras que en condiciones normales estan 
separadas por 120 pares de bases en la proximidad, donde 
pueden unirse en forma cooperativa mediante uno o mas fac¬ 
tores transcripcionales. 

Sitios de DNA que participan 
en la regulacion de la transcripcion 

La complejidad inherente en el control de la transcripcion de 
genes puede ilustrarse con el examen del DNA en y alrededor 
de un solo gen. La explication siguiente se enfoca en el gen que 
codifica la enzima carboxicinasa de fosfoenolpiruvato (PEPCK). 
La PEPCK es una de las enzimas clave de la gluconeogenesis, 
la via metabolica que convierte el piruvato en glucosa (vease fig. 
3-31). La enzima se sintetiza en el higado cuando los niveles de 


glucosa son bajos, por ejemplo, como ocurre en el ayuno pro- 
longado. En cambio, la sintesis de la enzima decae de manera 
importante despues de ingerir una comida rica en carbohidra- 
tos, como una pasta. El nivel de sintesis de mRNA de PEPCK 
esta controlado por una variedad de factores de transcripcion 
diferentes, inclusive algunos receptores de hormonas que parti¬ 
cipan en la regulacion del metabolismo de los carbohidratos. La 
clave para entender la regulacion del gen PEPCK y su expresion 
reside en: 1) descubrir las funciones de numerosas secuencias 
de DNA reguladoras que se localizan corriente arriba del gen 
mismo, 2) identificar los factores transcripcionales que se unen 
a estas secuencias y 3) dilucidar las vias de serialization que acti- 
van la maquinaria que se encarga de la expresion selectiva del 
gen (que se discute en el capitulo 15). 

La secuencia de regulacion mas proxima corriente arriba 
del gen PEPCK es la caja TATA, el elemento principal del pro¬ 
motor del gen (fig. 12-41). Como se explica en la pagina 445, un 
promotor es una region corriente arriba de un gen que regula el 
initio de la transcription. 9 Para los propositos de esta obra los 
promotores eucariotas se dividiran en regiones separadas, que 
no estan bien delineadas. La region que se extiende desde la caja 
TATA al sitio de initio de la transcripcion se denomina d pro¬ 
motor nuclear. El promotor nuclear es el sitio de ensamble de un 
complejo de preiniciacion que consiste en polimerasa de RNA 


9 Una cantidad significativa de los genes de los mamiferos (quiza 15%) tiene mas 
de un promotor (esto es, promotores alternos), lo cual permite que el inicio de la 
transcripcion ocurra en mas de un sitio corriente arriba de un gen. En algunos casos, 
los promotores alternos se usan en diferentes tejidos pero causan la sintesis del mis¬ 
mo polipeptido. En otros casos, los promotores alternatives promueven la sintesis 
de proteinas afines. En muchas ocasiones rigen la transcripcion de mRNA que se 
traducen en diferentes marcos de lectura (pag. 470) para producir polipeptidos del 
todo distintos. 
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FIGURA 12-41 Identification de secuencias promotoras necesarias para la 
transcripcion. La linea 1 muestra la secuencia nucleotidica de una cadena 
del promotor del gen PEPCK. Se ilustran las cajas TATA, CAAT y GC. 
Las otras cinco lineas muestran los resultados de experimentos en los que 
las regiones de los promotores se eliminaron (lo que se indica mediante 
recuadros negros) antes de la transfection de las celulas con el DNA. El 
nivel de transcripcion del gen PEPCK que se observa en cada uno de estos 
casos se indica a la derecha. Las deleciones que remueven toda o parte de 


las tres cajas causan una marcada disminucion en el nivel de transcripcion, 
en tanto que las deleciones que afectan otras regiones tienen poco o ningun 
efecto. (Notese que muchos promotores de mamiferos carecen de uno o mas 
de estos elementos, inclusive la caja TATA. Los promotores que carecen de 
la caja TATA a menudo tienen un elemento conservado en una position 
corriente abajo del sitio de union, llamado elemento promotor corriente abajo 
o DPE.) (Datos tomados de los estudios de Richard W. Hanson y 
Daryl K. Granner y colaboradores.) 
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II y diferentes factores transcripcionales que se necesitan antes 
de que un gen eucariota pueda transcribirse. 

La caja TATA no es la unica secuencia que se encuentra en 
gran numero de genes. Dos secuencias promotoras mas, llama- 
das caja CAATy caja GC, que se localizan un poco mas corrien- 
te arriba del gen, suelen requerirse para que una polimerasa de 
DNA inicie la transcription del gen. La caja CAAT y la caja 
GC se unen con factores transcripcionales (p. ej., NF1 y SP1) 
que se encuentran en muchos tejidos y se utilizan con amplitud 
en la expresion genica. Mientras que la caja TATA determina el 
sitio de initio de la transcription, las cajas CAAT y GC regulan 
la frecuencia con que la polimerasa transcribe el gen. Las cajas 
TATA, CAAT y GC, cuando estan presentes, casi siempre se 
localizan dentro de los 100 a 150 pares de bases, corriente arriba 
del sitio de initio de la transcription. Por su proximidad con el 
initio del gen, estas secuencias compartidas pueden denominar- 
se elementos proximos alpromotor, y se indican en la linea 1 de la 
figura 12-41. 

^Que hacen los investigadores para identificar que sitios en 
el genoma interactuan con un factor de transcription particular? 
Con frecuencia se emplean las siguientes estrategias para hacer 
esta determination. 

• Mapeo por deletion. En este procedimiento las moleculas 
de DNA se preparan para que contengan deleciones de dife¬ 
rentes partes del promotor del gen (fig. 12-41). Las celulas 
luego se transfectan con las moleculas de DNA alterado; esto 
es, se ocasiona que las celulas capten el DNA del medio. Por 
ultimo se determina la capacidad de las celulas para trans¬ 
cribe el DNA transfectado. En muchos casos la deletion de 
unos cuantos nucleotidos tiene poco o ningun efecto en la 
transcription del gen adyacente. Sin embargo, si la deletion 
se localiza dentro de cualesquiera de las tres cajas antes des- 
critas, el nivel de la transcription tiende a reducirse (como 
en las lineas 2, 4 y 5 de la figura 12-41). Las deleciones en 
otras partes del promotor tienen un efecto menor sobre la 
transcription (lineas 3 y 6 de la figura 12-41). 

• Tecnica de footprinting de DNA (tecnica de huellas digi- 
tales de DNA). Cuando un factor de transcription se une 
a una secuencia de DNA, este protege la secuencia contra 
la digestion por nucleasas. Los investigadores aprovechan 
esta propiedad al aislar la cromatina de las celulas y tratarlas 
con enzimas que digieren el DNA, como la DNasa I, que 
destruye secciones del DNA que no estan protegidas por la 
union con el factor transcriptional. Una vez que la cromatina 
se digiere, la proteina unida se remueve y las secuencias de 
DNA protegidas se identifican. 

• Analisis de localizacion en el genoma completo. Como su 
nombre lo indica, esta estrategia permite a los investigadores 
vigilar al mismo tiempo todos los sitios dentro del genoma 
que realizan una actividad especifica. En este caso el objeti- 
vo es identificar todos los sitios que se unen con un factor 
transcriptional bajo condiciones fisiologicas. La figura 12-42 
muestra un resumen de esta estrategia. Para efectuar este 
analisis las celulas se cultivan bajo las condiciones deseadas 
o se aislan de un tejido particular o un estado del desarrollo y 
despues se tratan con un agente, como el formaldehido, que 
fija las celulas y forma uniones cruzadas entre los factores 
transcripcionales y los sitios del DNA en los que estos se 
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FIGURA 12-42 Uso de la inmunoprecipitacion de cromatina (ChIP)y ana¬ 
lisis de microordenamientos para identificar el sitio de union de factores 
transcripcionales a escala global. Los pasos se describen en el texto. 


unen en la celula viva (paso 1, fig. 12-42). Tras este paso de 
union cruzada la cromatina celular se aisla, se rompe mecani- 
camente en pequenos fragmentos y se somete a la action de 
un anticuerpo que se une de manera especifica con los facto- 
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res transcripcionales de interes (paso 2). Este tratamiento con 
anticuerpos induce la precipitacion de fragmentos de croma- 
tina que contienen el factor de transcripcion unido (paso 3a), 
en tanto que se desechan todos los fragmentos de cromatina 
que no estan unidos en la solution (paso 3b). Una vez que el 
proceso de inmunoprecipitacion de cromatina (o ChIP) ocurrio, 
las uniones cruzadas entre la proteina y el DNA en el preci- 
pitado pueden revertirse y los segmentos de DNA purificarse 
(paso 4). A continuation los segmentos de DNA purificados 
se amplifican y marcan con fluorescencia (paso 5). El paso 
siguiente consiste en identificar en que partes del genoma 
se localizan estos sitios de union a factores se transcripcion. 
Para hacer esta determination se prepara un microordena- 
miento de DNA similar al observado en la figura 12-34. Sin 
embargo, a diferencia del microordenamiento de la figura 
12-34 que contiene DNA que representa genes (p. ej., regiones 
codificadoras de proteinas), los microordenamientos que se 
usan en estos experimentos de ChIP contienen DNA prepa- 
rado de las regiones intergenicas del genoma. (Recuerdese que 
las regiones intergenicas contienen los sitios de regulation.) 
Cada punto en el microordenamiento contiene DNA de una 
region intergenica especifica identificada. El microordena¬ 
miento de DNA intergenico se incuba luego con fragmentos 
de DNA marcados con fluorescencia obtenidos de los experi¬ 
mentos de ChIP (paso 6) y los sitios del microordenamiento 
que contienen DNA fluorescente unido se determinan (paso 
7). Resulta interesante el hecho de que cuando estos tipos 
de experimentos se realizan con factores de transcripcion de 
mamifero, un porcentaje significativo de los sitios de union a 
DNA se localizan a distancia considerable de los promotores 
conocidos. Se especula que algunos de estos sitios participan 
en la regulation de la transcripcion de RNA no codificadores, 
como los microRNA que se analizan en la pagina 462. Estan 
en marcha planes para mapear los sitios de union de todos los 
factores de transcripcion conocidos de los mamiferos, lo que 
proporcionara un cuerpo de conocimiento acerca de las redes 
reguladoras que operan para controlar de manera coordinada 
la transcripcion de miles de genes. 

El receptor de glucocorticoides: un ejemplo de activa¬ 
tion transcripcional Las diferentes hormonas que afectan la 
expresion del gen PEPCK comprenden la insulina, la hormo- 
na tiroidea, el glucagon y los glucocorticoides, todos los cuales 
actuan por medio de factores transcripcionales especificos que se 
unen al DNA. Los sitios en los que estos factores transcripcio¬ 
nales se unen a la region flanqueante del gen PEPCK se deno- 
minan elementos de respuesta y se muestran en la figura 12-43. 
La siguiente explication se enfoca en los glucocorticoides, un 
grupo de hormonas esteroideas (p. ej., cortisol) que las glandulas 
suprarrenales sintetizan. Los analogos de estas hormonas, como 
la prednisolona, se prescriben como agentes antiinflamatorios 
potentes. 

La secretion de glucocorticoides es mucho mas alta duran¬ 
te los periodos de estres, como en el ayuno o despues de un dano 
fisico intenso. Una celula que responde a los glucocorticoides 
debe poseer un receptor especifico capaz de unir la hormona. 
El receptor de glucocorticoides ( GR) es un miembro de una super- 
familia de receptores nucleares (que incluye los receptores de 
hormonas tiroideas, acido retinoico y estrogeno) que al parecer 
evolucionaron a partir de una proteina ancestral comun. Los 
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FIGURA 12-43 Regulation de la transcription del gen de rata PEPCK. La 

transcripcion de este gen, como la de otros, esta controlada por una variedad 
de factores transcripcionales que interactuan con secuencias especificas del 
DNA localizadas en una region reguladora corriente arriba de la region 
del gen codificante. En esta region se encuentra un elemento de respuesta 
a glucocorticoides (GRE) que, cuando se une con un receptor de glucocor¬ 
ticoides, estimula la transcripcion del promotor. Tambien incluidos en la 
region reguladora se hallan los sitios de union para el receptor de hormona 
tiroidea (marcado como TRE), una proteina que se une a AMP ciclico, que 
se produce en respuesta a la hormona glucagon (marcada como CRE-1) 
y la hormona insulina (marcada como IRE). Otros factores transcripcio¬ 
nales se unen a los sitios de regulation en esta region corriente arriba del 
gen PEPCK. (Tomada de S. E. Nizielski et al., J Nutrition 126:2699, 
1996; © American Society for Nutritional Sciences.) 


miembros de esta superfamilia son mas que receptores hormo- 
nales, tambien funcionan como factores de transcription que se 
unen al DNA. Cuando una hormona glucocorticoide entra a 
una celula bianco se une con la proteina receptora de glucocorti¬ 
coide en el citosol y cambia la conformation de la proteina. Este 
cambio expone una serial de localization nuclear (pag. 488), que 
facilita la translocation del receptor hacia el nucleo (fig. 12-44). 
El receptor unido al ligando se vincula con una secuencia espe¬ 
cifica del DNA, llamada elemento de respuesta a glucocorticoides 
(GRE), que se localiza corriente arriba del gen PEPCK y acti- 
va la transcription de este gen. Los incrementos en el nivel de 
PEPCK promueven la conversion de aminoacidos en glucosa. 
La misma secuencia de GRE se localiza corriente arriba de 
diferentes genes en cromosomas distintos. En consecuencia, un 
estimulo unico (concentraciones elevadas de glucocorticoides) 
puede activar de manera simultanea diferentes genes cuya fun- 
cion se requiere para responder al estres. 

Los elementos de respuesta a glucocorticoides consisten en 
la siguiente secuencia 

5'-AGAACAnnnTGTTCT-3' 

3'-TCTTGTnnnACAAGA-5' 

donde n puede ser cualquier nucleotido. (Una secuencia simetri- 
ca de este tipo se conoce comopaltndromo porque las dos cadenas 
tienen la misma secuencia 5' a 3'.) Se sabe que el GRE consta de 
dos grupos de nucleotidos definidos separados por tres nucleo- 
tidos no definidos. La estructura doble del GRE es importan- 
te porque los pares de polipeptidos GR se unen al DNA para 
formar dimeros en los que cada subunidad del dimero se une a 
una mitad de la secuencia de DNA que se indica arriba (vease 
fig. 12-36). La importancia del GRE en la mediation de la res¬ 
puesta a una hormona se demuestra de manera mas clara si una 
de estas secuencias se introduce en una region corriente arriba 
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FIGURA 12-44 Activacion de un gen por una hormona esteroide, como el 
glucocorticoide cortisol. La hormona entra a la celula desde el liquido 
extracelular (paso 1), se difunde a traves de la bicapa lipidica (paso 2) y 
entra al citoplasma, donde se une con el receptor de glucocorticoides (paso 
3), lo que ocasiona su translocacion hacia el nucleo, donde actua como factor 


transcripcional y se une al elemento de respuesta a glucocorticoides (GRE) 
del DNA (paso 4). La union de dos moleculas de receptor adyacentes con¬ 
duce a la formation de un dfmero, que activa la transcripcion del DNA 
(paso 5),y a la sintesis de protefnas especfficas en el citoplasma (paso 6). 


de un gen que en condiciones normales no responde al gluco¬ 
corticoide. Cuando las celulas que contienen DNA manipulado 
en esta forma se exponen a glucocorticoides, la transcripcion que 
se encuentra corriente abajo del GRE trasplantado se inicia. La 
figura 18-47 presenta la evidencia visual de que la transcrip¬ 
cion del gen puede estimularse mediante regiones reguladoras 
externas. 

Activacion transcripcional: funcion de los 
aumentadores, promotores y coactivadores 

Los GRE situados corriente arriba del gen PEPCK y otros ele- 
mentos de respuesta que se ilustran en la figura 12-43 se consi- 
deran parte del promotor; se refieren como elementos distales del 
promotor para distinguirlos de los elementos proximales situados 
muy cerca del gen (fig. 12-41). La expresion de la mayoria de 
los genes tambien se regula mediante elementos distantes del 
DNA llamados aumentadores ( enhancers ). Por lo general un 
aumentador se extiende cerca de 200 pares de bases y contie- 
ne multiples sitios de union para activadores transcripcionales 
especificos de secuencia. Los aumentadores se diferencian de 
los elementos del promotor por una propiedad unica: pueden 
cambiarse experimentalmente de un lugar a otro dentro de una 
molecula de DNA o aun invertirse (rotarse 180°), sin afectar la 
capacidad de union de los factores transcripcionales para esti- 
mular la transcripcion. La delecion de un aumentador puede 
disminuir el nivel de transcripcion alrededor de 100 veces o 
mucho mas. Un gen tipico de mamifero puede tener diferentes 
aumentadores diseminados en el DNA en la vecindad del gen. 
Por lo general diferentes aumentadores unen distintos grupos de 
factores transcripcionales y responden de manera independiente 
a estimulos diversos. Algunos aumentadores se localizan miles 
o decenas de miles de pares de bases corriente arriba o corriente 
abajo del gen cuya transcripcion estimulan. 


Aun cuando los aumentadores y los promotores pueden 
estar separados por un gran numero de nucleotidos, se cree 
que los aumentadores estimulan la transcripcion mediante su 
influencia en fenomenos que ocurren en el promotor nuclear. 
Los aumentadores y los promotores nucleares pueden colocarse 
en proximidad estrecha por la intervention del DNA para for- 
mar un asa. El DNA puede mantenerse como asa mediante la 
interaction con proteinas de union (fig. 12-45). Si los aumen- 



FIGURA 12-45 Estrategia por la que activadores de la transcripcion uni- 
dos a sitios distantes pueden influir la expresion genica. Los activadores 
transcripcionales que se unen a los aumentadores, corriente arriba, influyen 
la expresion genica al interactuar con coactivadores. Aqui se muestran cua- 
tro tipos distintos de coactivadores; dos de ellos, marcados como “comple- 
jo modificador de histona” y “complejo de remodelacion de la cromatina”, 
actuan mediante la alteration de la estructura de la cromatina. Los otros dos, 
marcados como “TAF” y “Mediador”, actuan en componentes de la maqui- 
naria de transcripcion basal que se ensambla en el promotor nuclear. Estos 
diferentes tipos de coactivadores se discuten en las secciones siguientes. 
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tadores pueden interactuar con protemas sobre distancias tan 
grandes, ^que es lo que evita que un aumentador se una a un 
promotor no apropiado que se localiza tambien corriente abajo 
en la molecula del DNA? En esencia un promotor y sus aumen- 
tadores se aislan de otros elementos promotor/aumentador por 
medio de secuencias de union especializadas conocidas como 
aisladores. Segun el modelo conocido, las secuencias aislado- 
ras se unen a protemas de la matriz nuclear y los segmentos de 
DNA entre los aisladores corresponden a los dominios de asa 
que se describen en la figura 12-13. 

Una de las areas mas activas de la biologia molecular en 
el decenio pasado se enfoco en los mecanismos por los que la 
union de un factor transcripcional a un aumentador estimula el 
inicio de la transcripcion en el promotor nuclear. Los factores 
de transcripcion realizan esta tarea por la accion de interme¬ 
diaries conocidos como coactivadores. Los coactivadores son 
grandes complejos que constan de numerosas subunidades. Los 
coactivadores pueden dividirse en dos amplios grupos segun su 
funcion: 1) los que interactuan con componentes de la maqui- 
naria de transcripcion basal (los factores generales de la trans¬ 
cripcion y la polimerasa de RNA II) y 2) los que actuan a nivel 
de la cromatina y la convierten de un estado hasta cierto punto 
inaccesible para la maquinaria de transcripcion en un estado 
mucho mas “accesible”. La figura 12-45 muestra un esquema de 
cuatro tipos de coactivadores, dos de cada uno de los principales 
grupos. Estos diferentes tipos de coactivadores trabajan juntos 
de manera ordenada para activar la transcripcion de un gen en 
respuesta a senales intracelulares especificas. Con base en el gran 
numero de factores de transcripcion codificados en el genoma 
y la diversidad limitada de los coactivadores, cada complejo de 
coactivador opera en conjunto con una amplia variedad de fac¬ 
tores transcripcionales. El coactivador CBP, por ejemplo, que 
se estudia mas adelante, participa en las actividades de cientos 
de factores de transcripcion distintos. Las mutaciones en el gen 
que codifica CBP pueden causar una enfermedad hereditaria, el 
sindrome de Rubinstein-Taybi, que se caracteriza por anormali- 
dades esqueleticas y cardiacas asi como retardo mental grave. 

Coactivadores que interactuan con la maquinaria de 
transcripcion basal La transcripcion se realiza a traves del 
reclutamiento y la colaboracion posterior de grandes comple¬ 
jos proteicos. TFIID, uno de los GTF necesarios para que la 
transcripcion inicie (pag. 445), consiste en una docena o mas 
de subunidades que se conocen como TAF. Se cree que algu- 
nos factores de transcripcion ejercen cierta influencia sobre 
eventos en el promotor nuclear al interactuar con una o mas 
de estas subunidades de TFIID. Otro coactivador que permite 
la comunicacion entre factores de transcripcion que se unen al 
intensificador y la maquinaria de transcripcion basal se conoce 
como Mediador. Este es un enorme complejo de multisubuni- 
dades que interactua con la polimerasa de RNA II. Es necesario 
para el funcionamiento de una amplia variedad de activadores 
de la transcripcion y tal vez sea un elemento esencial en la trans¬ 
cripcion de la mayoria de los genes que codifican proteina, si no 
es que de todos. El mecanismo de accion de Mediador sigue 
siendo mal definido. 

Coactivadores que alteran la estructura de la cromati¬ 
na Como se explica en la pagina 492, el DNA en un nucleo 
eucariota no se presenta en estado desnudo sino enrollado alre- 


dedor de octameros de histona para formar nucleosomas. El 
descubrimiento de los nucleosomas en el decenio de 1970 gene¬ 
ra una pregunta importante que aun no se resuelve de manera 
satisfactoria: ^que hace a las protemas no histonicas (como los 
factores transcripcionales y las polimerasas de RNA) capaces de 
interactuar con el DNA que esta muy compactado en los nucleos 
de histona? Un gran cuerpo de evidencia sugiere que de hecho 
la incorporation del DNA en los nucleosomas impide el acceso 
al DNA e inhibe tanto el inicio como las etapas de elongation 
de la transcripcion. ^De que manera las celulas evitan este efecto 
inhibidor generado por la estructura de la cromatina? 

Como se vio en la pagina 493, cada una de las moleculas de 
histona de un nucleo de nucleosoma tiene una cola N-terminal 
flexible que se extiende por fuera de la particula nuclear y pasa 
la helice del DNA. Las modificaciones covalentes de estas colas 
tienen efectos importantes en la estructura de la cromatina y su 
funcion. Ya se vio que la adicion de grupos metilo en la histo¬ 
na nuclear H3 puede promover la compactacion de la croma¬ 
tina y el silenciamiento transcripcional (pag. 498). La adicion 
de grupos acetilo a residuos espetificos de lisina en las histonas 
nucleares tiene un efecto opuesto. Se piensa que, a gran escala, 
la acetilacion de los residuos de histona evita que las fibras de 
cromatina formen estructuras plegadas y compactas, lo que ayu- 
da a mantener activas las regiones de eucromatina. A una escala 
mas fina, la acetilacion de las histonas incrementa el acceso de 
regiones especificas del DNA molde para la interaction con 
protemas, lo que promueve la activation de la transcripcion. Los 
grupos acetilo se agregan a residuos de lisina espetificos en las 
histonas nucleares mediante una familia de enzimas conocida 
como acetiltransferasas de histonas (HAT). 

Al final del decenio de 1990 se descubrio que diferen¬ 
tes coactivadores poseen actividad de HAT. Si la actividad de 
HAT de estos coactivadores se elimina por mutation, tambien 
la capacidad para estimular la transcripcion se pierde. El descu¬ 
brimiento de que los coactivadores contienen actividad de HAT 
evidencio una relation crucial entre la acetilacion de histonas, la 
estructura de la cromatina y la activation genica. La figura 12-46 
muestra la serie ordenada de reacciones que se propone ocurren 
despues de la union de un factor transcripcional, como sucede 
con el receptor de glucocorticoides y su elemento de respues¬ 
ta en el DNA. Una vez que se une al DNA, el activador recluta 
un coactivador (p. ej., CBP) hacia una region de la cromatina 
que se selecciona para la transcripcion. Tras posicionarse en 
la region bianco, el coactivador acetila las histonas nucleares de 
los nucleosomas cercanos, lo que crea un sitio de union para el 
complejo de remodelacion de la cromatina (que se discute mas 
adelante). Las acciones combinadas de estos diferentes comple¬ 
jos incrementan la accesibilidad del promotor a los componen¬ 
tes de la maquinaria de transcripcion, que se ensambla en el sitio 
donde la transcripcion tendra inicio. 

La figura 12-46 muestra la actividad de dos coactivadores 
que afectan el estado de la cromatina. Ya se vio como las HAT 
actuan para modificar las colas de histona, ahora se estudiara 
en forma mas detallada el otro tipo de coactivadores, los com¬ 
plejos de remodelacion de la cromatina. Estos complejos usan 
la energia liberada por la hidrolisis de ATP para modificar la 
estructura y localization de los nucleosomas. Esto a su vez pue¬ 
de permitir que los factores de transcripcion y otras protemas se 
fijen a sitios reguladores en el DNA. Las “maquinas” que parti- 
cipan en la remodelacion de la cromatina mejor estudiadas son 
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V 

Acetilacion 
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de transcription 
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miembros de la familia SWI/SNF, que se muestran en la figura 
12-46. Los complejos SWI/SNF consisten en nueve a 12 sub- 
unidades, inclusive la proteina actina, cuya presencia en el nucleo 
ha sido tema de debate por anos. Se especula que la actina pue- 
de unir el complejo de remodelacion con la matriz nuclear. A1 


FIGURA 12-46 Un modelo de los fenomenos que ocurren en el promo- 
tor despues de la union de un activador transcripcional. Los factores de 
transcripcion, como el receptor de glucocorticoides (GR), se unen al DNA y 
reclutan coactivadores, lo que facilita el ensamble del complejo de pre-inicio 
de la transcripcion. El paso 1 de este esquema muestra una region de un cro- 
mosoma que se encuentra en un estado reprimido a causa de la vinculacion 
de este DNA con desacetilasas de histonas. En el paso 2 el GR se une al 
GRE y el coactivador CBP se recluta. CBP contiene una subunidad con 
actividad de acetiltransferasa de histona (HAT). Estas enzimas transfieren 
grupos acetilo de un donante acetil CoA a los grupos amino de residuos 
especificos de lisina. Como resultado, las histonas de las partfculas nucleares 
del nucleosoma en las regiones corriente arriba y corriente abajo de la caja 
TATA se acetilan. En el paso 3 las histonas acetiladas reclutan SWI/SNF, 
que es un complejo de remodelacion de la cromatina. Los dos coactivadores 
CBP y SWI/SNF juntos convierten la estructura de la cromatina en un 
estado mas abierto y accesible. En el paso 4 el factor TFIID se une a la 
region abierta del DNA. Aunque no se menciona en el texto, una de las 
subunidades de TFIID (UamadaTAFjj250 o TAF1) tambien posee acti¬ 
vidad de acetiltransferasa de histona como lo indica la flecha roja. Juntos, 
CBP y TFjj250 modifican nucleosomas adicionales para permitir que la 
transcripcion inicie. En el paso 5 los nucleosomas remanentes del promotor 
se acetilan, la polimerasa de RNA II se une al promotor y la transcripcion 
esta proxima a iniciar. 


parecer los complejos SWI/SNF se reclutan en promotores 
especificos por vias diferentes. En la figura 12-46 el coactivador 
CBP acetilo las histonas nucleares y genero un sitio de union 
de alta afinidad para el complejo de remodelacion. Se cree que, 
una vez que los complejos de remodelacion de la cromatina se 
reclutan en el promotor, alteran las interacciones histona-DNA 
y pueden: 


1 . 


Promover la movilidad del octamero de histona de modo que 
pueda deslizarse a lo largo del DNA a una nueva position 
(fig. 12-47, trayectoria 1). En los casos mejor estudiados la 
union de los activadores transcripcionales a los aumentadores 
corriente arriba del gen IFN -\3 conduce al desplazamiento 
de un nucleosoma clave alrededor de 35 pares de bases a lo 
largo del DNA, lo que expone la caja TATA que antes esta- 
ba cubierta por histonas. El deslizamiento ocurre a medida 
que el complejo de remodelacion se transpone a lo largo del 


DNA. 


2. Cambiar la conformation del nucleosoma. En el ejemplo que 
se ilustra en la figura 12-47, trayectoria 2, el DNA ha for- 
mado un asa o protuberancia transitoria en la superficie del 
octamero de histona, lo cual hace al sitio mas accesible para 
la interaction con proteinas reguladoras de union a DNA. 

3. Facilitar el remplazo dentro del octamero de histona de un 
nucleo de histona estandar por una variante de histona (pag. 
493) que se correlaciona con la transcripcion activa. Por 
ejemplo, el complejo Swrl, que es un miembro de la fami¬ 
lia SWI/SNF, intercambia dimeros H2A/H2B por dimeros 
H2AZ/H2B (figura 12-47, trayectoria 3). 

4. Desplazar completamente del DNA el octamero de histo¬ 
na (fig. 12-47, trayectoria 4). No es claro si los complejos 
de remodelacion de cromatina dependientes de ATP son 
capaces de tal proeza, pero otros complejos prottinicos (p. ej., 
FACT) que se mueven con la polimerasa de RNA pueden 
inducir esta reaction. 
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FIGURA 12-47 Varias acciones alternativas de los complejos de remode- 
lacion de cromatina. En la via 1, se ha inducido a un nucleosoma clave 
a deslizarse a lo largo del DNA, lo cual expone el sitio de union de la caja 
TATA, donde el complejo de preinicio puede ensamblarse. En la via 2, el 
octamero de histona de un nucleosoma se ha reorganizado. Aunque la caja 
TATA no se encuentra por completo libre de su vinculacion con histona, 
ahora es capaz de unirse a las proteinas del complejo de preinicio. En la via 
3, los dimeros H2A/H2B ordinarios de un nucleosoma se han intercam- 
biado por dimeros H2AZ/H2B. En la via 4, el octamero de histona se ha 
desensamblado y se ha perdido totalmente del DNA. 


una region particular de la cromatina. El estado de acetilacion 
de la cromatina es una propiedad dinamica; asi como existen 
enzimas (HAT) que agregan grupos acetilo, tambien las hay que 
los retiran. La remocion de grupos acetilo la efectua la enzima 
desacetilasa de histona (HDAC). En tanto que las enzimas 
HAT se vinculan con la activation transcriptional, las enzi¬ 
mas HDAC se relacionan con la represion transcriptional. Las 
enzimas HDAC se presentan como subunidades de los grandes 
complejos descritos como correpresores. Los correpresores son 
similares a los coactivadores, excepto que son reclutados en loci 
geneticos especificos por factores transcripcionales (represores) 
que hacen que los genes bianco sean silenciados en vez de acti- 
vados (fig. 12-48). Es posible que el avance de determinados 
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Represion de la transcripcion 

Como se deduce de las figuras 12-28 y 12-29, el control de la 
transcripcion en celulas procariotas recae en especial sobre los 
represores, que son proteinas que se unen el DNA y bloquean 
la transcripcion del gen cercano. Aunque los investigadores que 
estudian eucariotas se enfocan sobre todo en factores que acti- 
van o aumentan la transcripcion de genes especificos, es evi- 
dente que las celulas eucariotas tambien poseen mecanismos de 
regulation negativa. 10 

Se sabe que la activacion transcripcional se relaciona con 
cambios en el estado, la position o ambos de los nucleosomas en 


10 En anos recientes ha habido muchos indicios de que las moleculas de RNA no 
codificadoras tambien participan en varias vfas distintas que conducen a la represion 
transcripcional. Es probable que esta area de investigacion crezca mucho en el futuro 
cercano. 
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histona (p. ej., SUV39H1) 
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FIGURA 12-48 Un modelo de represion transcripcional. Las colas de his¬ 
tona de la cromatina activa se acetilan. Cuando un represor transcripcional 
se une a su sitio de union de DNA, recluta un complejo correpresor (p. 
ej., SMRT/N-CoR) y una actividad relacionada con HDAC. La HDAC 
remueve los grupos acetilo de las colas de histona. Una proteina distinta 
(SUV39H1) que contiene actividad de metiltransferasa de histona agrega 
grupos metilo al residuo K9 de la cola de histona H3. La perdida de grupos 
acetilo y la adicion de grupos metilo en conjunto conducen a la inactivation 
de la cromatina y el silenciamiento genico. 
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tipos de cancer dependa de la capacidad de las celulas tumorales 
de reprimir la actividad de determinados genes. En la actualidad 
se prueban varios farmacos anticancerosos que actuan inhibien- 
do enzimas HDAC espetificas. 

Estudios recientes indican que la remocion de grupos ace- 
tilo de las colas de histona se acompanan de otra modification 
histonica: la mediation del residuo de lisina en la position nume- 
ro 9 de las moleculas de histona H3. Debe recordarse que esta 
modification, H3-meK9, se describio en la pagina 498 como 
un paso clave en la formation de la heterocromatina. Parece 
que esta misma modification tambien participa en procesos de 
represion transcriptional mucho mas dinamicos que ocurren 
dentro de las regiones de eucromatina del genoma. La figura 
12-48 sugiere uno de los diferentes modelos posibles de repre¬ 
sion transcriptional que incorporan algunos de estos aspectos de 
la modification de la cromatina. 

Aunque en la actualidad la represion transcriptional no se 
entiende muy bien, uno de los factores clave en la region de 
silenciamiento del genoma comprende un fenomeno que se 
conoce como mediation del DNA. 

Mediation del DNA El analisis del DNA de los mamife- 
ros y otros vertebrados indica que uno de cada 100 nucleotidos 
porta un grupo metilo anadido, que siempre se une al carbono 
5 de una citosina. Los grupos metilo se agregan al DNA por 
medio de una familia de enzimas pequenas denominadas metil- 
transferasas de DNA codificadas en humanos por genes DNMT. 
Se cree que esta simple modification quimica sirve como una 
marca epigenetica o “senaT’que permite que ciertas regiones del 
DNA se identifiquen y utilicen de manera diferente de otras 
regiones. En mamiferos, los residuos de metilcitosina son parte 
del dinucleotido 5'-CpG-3' dentro de una secuencia simetrica, 
como 

< CCGG 

( GGCC I 

CGCG 

• 

ACGT 

TGCA 

en la cual los puntos rojos indican la position de los grupos 
metilo. La mayoria de los residuos metilcitosina en el DNA se 
localizan dentro de secuencias repetidas no codificadoras, prin- 
cipalmente elementos transponibles (pag. 412). Se piensa que la 
mediation mantiene estos elementos en un estado inactivo. 

Metilacion de DNA y represion transcripcional La metilacion 
del promotor de DNA se correlaciona con la represion de los 
genes. La mayoria de las evidencias sugiere que la metilacion 
del DNA sirve mas para mantener un gen en un estado inac¬ 
tivo que como un mecanismo initial de inactivation. Como un 
ejemplo, la inactivation de genes en el cromosoma X de mami¬ 
feros hembras (pag. 497) ocurre antes de una onda de metilacion 
del DNA que se piensa que convierte el DNA en un estado de 
represion permanente. El mantenimiento del estado reprimido 
es mediado por una clase de proteinas, incluida MeCP2, que 


se unen a los dinucleotidos CpG metilados. Segun un modelo, 
estas proteinas se unen a sitios de metilacion del DNA y enton- 
ces reclutan complejos correpresores con actividad de HDAC y 
SUV39H1 asociada. Como ya se dijo, estas enzimas actuan en 
histonas para eliminar grupos acetilo y metilar residuos H3K9, 
respectivamente, lo que en conjunto causa la compactacion de 
la cromatina y la represion genica (como en la figura 12-48). 
Segun este esquema, un tipo de modification epigenetica, la 
metilacion del DNA, sirve como guia para orquestar un segundo 
tipo de modification epigenetica, la modification de histona. A 
menudo los patrones de metilacion anormal del DNA se rela- 
cionan con enfermedad. Por ejemplo, el desarrollo de tumores 
con frecuencia depende de la metilacion aberrante y el posterior 
silenciamiento de genes cuya expresion normalmente suprimina 
el crecimiento tumoral. 

Aunque la metilacion del DNA es una marca epigenetica 
mas o menos estable, no es irreversible. Los cambios mas impor- 
tantes en los niveles de metilacion del DNA que tienen lugar 
durante la vida de un mamifero se muestran en la figura 12-49. 
El primer cambio importante en el nivel de metilacion se obser- 
va entre la fertilization y el primer paso de la division del cigoto, 
cuando el DNA pierde las “marcas” de metilacion que heredo de 
la generation previa. Luego, cerca del periodo en que el embrion 
se implanta en el utero, una onda de metilacion nueva (o de 
novo) se disemina a traves de las celulas y establece un nuevo 
patron de metilacion en todo el DNA. Aun se desconocen las 
senates que determinan si un gen en una celula determinada es 
bianco para la metilacion o esta fibre en este periodo. No obs¬ 
tante, una vez que el patron de metilacion de DNA se establece 
dentro de una celula, al parecer se mantiene durante las divisio- 
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FIGURA 12-49 Cambios en los niveles de metilacion de DNA durante 
el desarrollo de mamiferos. El DNA de un cigoto se encuentra sustan- 
cialmente metilado. El genoma sufre una desmetilacion global durante la 
escision. De manera interesante, el DNA heredado del padre se somete a 
desmetilacion en un estadio temprano y por un mecanismo diferente al del 
heredado de la madre. Tras la implantacion, el DNA experimenta nueva 
metilacion (de novo) en las celulas que dan lugar al embrion, en tanto que 
el DNA de las celulas germinativas primordiales, que generan los gametos 
en el adulto, permanecen no metiladas. El DNA de las celulas germinales se 
metila en los estadios tardios de la formation de los gametos. El nivel gene¬ 
ral de metilacion se mantiene en las celulas somaticas (no germinales) a un 
nivel muy alto durante el resto del desarrollo y la edad adulta. (Tomada de 
R. Jaenisch, Trends Genet 13:325,1997; derechos reservados 1997, 

CON AUTORIZACION DE ElSEVIER SCIENCE.) 
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FIGURA 12-50 Demostracion experimental de la importancia de 
la metilacion del DNA en el desarrollo de las plantas. Planta de la 
especie Arabidopsis thaliana que se manipulo geneticamente para que 
porte un gen para un RNA antisentido que interfiere con la sintesis de 
una enzima que participa en la metilacion del DNA (una metiltrans- 
ferasa). La fotografia muestra los efectos de este tratamiento en una 
cepa cuyos niveles de metilacion se redujeron 71%. Se ilustran plantas 
control en A y C, mientras que B y D corresponden a plantas tratadas 
con RNA antisentido. Una comparacion de A y B muestra que las 
plantas tratadas producen muchas mas hojas; la comparacion de C y 
D muestra que las plantas tratadas producen cinco veces mas tallos 
de flores. Ademas las flores de las plantas tratadas contienen muchos 
mas estambres que los controles. (Reimpresa con autorizacion 
de MichaelJ. Ronemus et al., Science 273:655,1996; cortesia de 
Stephen L. Dellaporta; © derechos reservados 1996, Ameri¬ 
can Association for the Advancement of Science.) 


nes celulares mediante una enzima (tal vez Dnmtl) que metila 
las cadenas de DNA hijas segun el patron de metilacion de las 
cadenas parentales. 

La metilacion del DNA no es un mecanismo universal para 
inactivar los genes eucariotas. Por ejemplo, no se observa meti¬ 
lacion del DNA ni en levaduras ni en nematodos. En cambio, 
a menudo el DNA de plantas experimenta muchisima metila¬ 
cion y los estudios en celulas de plantas cultivadas indican que, 
como en animates, la metilacion del DNA se relaciona con la 
inactivation de genes. En un experimento, plantas tratadas con 
compuestos que interfieren con la metilacion del DNA produ- 
jeron un numero mucho mayor de hojas y capullos (fig. 12-50). 
Mas aun, las flores de estos capullos tenian una morfologia muy 
alterada. 

Uno de los ejemplos mas notables de la funcion de la meti¬ 
lacion del DNA en el silenciamiento de la expresion genica 
ocurre como parte de un fenomeno epigenetico conocido como 
huella genomica, que es exclusivo de los mamiferos. 

Huella genomica Hasta mediados del decenio de 1980 se 
suponia que un grupo de cromosomas heredados del padre era 
equivalente en funciones al grupo correspondiente de cromo¬ 
somas heredados de la madre. Pero, como otras deducciones 
muy generales, esta aseveracion no pudo probarse. De hecho el 
que ciertos genes sean activos o inactivos durante el desarrollo 
temprano de mamiferos solo depende de si fueron aportados al 
cigoto por el espermatozoide o por el oocito. Por ejemplo, el gen 
que codifica el factor de crecimiento fetal IGF2 solo es activo 
en el cromosoma transmitido del padre. En cambio, el gen que 
codifica un canal de potasio especifico (KVLQT1) solo tiene 
actividad en el cromosoma heredado de la madre. Se dice que 
los genes de este tipo se derivan de la huella de acuerdo con 
su origen parental. La huella puede considerarse un fenomeno 
epigenetico (pag. 506) a causa de las diferencias entre los alelos 
heredados de uno de los padres, pero no se basa en las dife¬ 
rencias de la secuencia del DNA. Se estima que el genoma de 


mamiferos contiene cuando menos 80 genes tipo huella locali- 
zados en diferentes grupos en los cromosomas. 

Se piensa que los genes se convierten en huella como resul- 
tado de un proceso de metilacion selectiva de uno de los dos 
alelos. Se observa por ejemplo que 1) las versiones materna o 
paterna de los genes que se convierten en huella difieren de 
manera importante en su grado de metilacion y 2) los ratones 
que pierden la enzima clave de la metilacion, la metiltransferasa 
(Dnmtl), son incapaces de mantener el estado de huella de los 
genes que heredan. Las ondas de metilacion y remediation del 
embrion temprano no afectan el estado de metilacion de genes 
tipo huella (fig. 12-50). En consecuencia los mismos alelos que 
se inactivan a causa del proceso de huella en los huevos ferti- 
lizados seran inactivos en las celulas del feto y la mayoria de 
los tejidos adultos. La exception principal ocurre en las celulas 
germinales, donde la herencia de la huella de los padres se borra 
durante el desarrollo temprano y despues se restablece cuando 
cada individuo produce sus propios gametos. Deben existir algu- 
nos mecanismos por los que genes especificos (p. ej., KVLQT1) 
se marcan para inactivarse durante la formation de espermas, en 
tanto que otros genes (p. ej., IGF2) se marcan para inactivarse 
durante la formation del oocito. Los estudios recientes sugieren 
la participation de RNA no codificantes en el fenomeno de la 
huella. 

Las alteraciones en los patrones de la huella se relacionan 
con diferentes anomalias geneticas humanas, en particular aque- 
llas que comprenden un grupo de genes sometidos a huella que 
residen en el cromosoma 15. El sindrome de Prader-Willi es 
una alteration neurologica hereditaria que se caracteriza por 
retraso mental, obesidad y desarrollo gonadal deficiente. El 
trastorno aparece cuando el cromosoma 15 heredado del padre 
porta una deletion en una region pequena que contiene los 
genes sometidos a huella. Como el cromosoma paterno por¬ 
ta una deletion de uno o mas genes y el cromosoma materno 
tiene la version inactiva del de este con huella, los individuos 
carecen de copias funcionales del gen o los genes. Aunque los 
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genes suelen marcarse de por vida en un individuo, se conocen 
casos en los que se pierde la huella. De hecho, la perdida de la 
huella del gen IGF2 ocurre en alrededor de 10% de la poblacion, 
lo cual da por resultado aumento en la production del factor 
de crecimiento codificado. Los individuos con esta alteration 
epigenetica estan en riesgo mucho mayor de desarrollar cancer 
colorrectal. Se descubrio el caso de una mujer que a causa de 
una supuesta deficiencia de una enzima DNA metilante pro¬ 
duce oocitos que carecen por completo de genes sometidos a 
huella. Cuando se fertilizan, estos oocitos no se desarrollan mas 
alia de la implantation, lo que demuestra la naturaleza esencial 
de esta contribution epigenetica. 

^Que posible funcion tiene la huella genomica en el desa- 
rrollo del embrion? Aunque existen diferentes propuestas para 
contestar esta pregunta, no hay una respuesta definitiva. Segun 
un investigador, la huella genomica es “un fenomeno en busca 
de una razon’y aqui es donde esta obra abandona el tema. 


REVISION 


1. ^En que aspectos son similares las funciones del repre- 
sor bacteriano lac y el receptor de glucocorticoides de 
mamiferos? ^En que difieren? 

2. ^Que tipos de secuencias reguladoras se encuentran en 
las regiones reguladoras del DNA corriente arriba de 
un gen como el que codifica para PEPCK? ^Cual es la 
funcion de estas secuencias en el control de la expresion 
de los genes cercanos? 

3. ^Que significa el termino “epigenetico”? ^Como es que 
tal diversidad de fenomenos, como la metilacion del 
DNA, la metilacion de histonas y la determination 
del centromere, pueden describirse como fenomenos 
epigeneticos? 

4. ^Cuales son algunas de las propiedades que tienden a 
encontrarse en los diversos grupos de factores trans- 
cripcionales? 

5. ^Cual es la diferencia entre activador transcriptional y 
represor transcriptional?, ^entre coactivador y correpre- 
sor?, ,'entre HAT y HDAC? 

6. ^Como afecta la metilacion del DNA la expresion geni- 
ca? ^Como se relaciona con la acetilacion o la metilacion 
de histona? ^Que significa huella genomica y como se 
relaciona con la metilacion del DNA? 


12.5 CONTROL A NIVEL DEL PROCESAMIENTO 

El splicing alternative regula la expresion genica a nivel 
del procesamiento de RNA y provee un mecanismo por el que 
un solo gen puede codificar dos o mas proteinas relacionadas. 
Los genes de las plantas y los animales contienen numerosos 
intrones y exones (pag. 450). En el capitulo 11 se explico como 
se eliminan los intrones de una transcription primaria y como se 
retienen los exones, pero esto es apenas el initio de la historia. En 
varios casos hay mucho mas que una via por la que una trans¬ 
cription primaria puede procesarse. La via de procesamiento 


Transcripcion primaria 



mRNA de 

h| . gadQ ^ | 

FIGURA 12-51 Splicing alternativo del gen de la fibronectina. El gen de 

la fibronectina consiste en diferentes exones que se muestran en la parte 
superior del dibujo (los intrones se presentan en negro y no estan dibujados 
a escala). Dos de estos exones codifican para porciones del polipeptido 11a- 
madas EIIIA y EIIIB, que se incluyen en las proteinas producidas por los 
fibroblastos pero se excluyen en las proteinas que se sintetizan en el hfgado. 
La diferencia se debe a splicing alternativo; estas porciones de pre-mRNA 
que codifican para esos dos exones se eliminan de la transcripcion en las 
celulas hepaticas. Los sitios donde los exones se pierden se indican con una 
flecha en el mRNA hepatico. 


que se sigue puede depender del estadio del desarrollo o del tipo 
de celula o tejido a considerar. En el caso mas simple, que es el 
unico que se presentara, un segmento especifico puede some- 
terse a splicing y de ese modo eliminarse de la transcription, o 
retenerse como parte del mRNA maduro, lo que depende del 
sistema de regulation que opera en la celula. Un ejemplo de este 
tipo de splicing alternativo tiene lugar durante la sintesis de la 
fibronectina, proteina que se encuentra tanto en el plasma san- 
guineo como en la matriz extracelular (pag. 246). La fibronecti¬ 
na generada por fibroblastos y retenida en la matriz contiene dos 
peptidos mas que la version de la proteina que las celulas hepa¬ 
ticas sintetizan y se secreta a la sangre (fig. 12-51). Los peptidos 
adicionales son codificados por porciones del pre-mRNA que 
se retienen durante el procesamiento en los fibroblastos pero se 
remueven durante el procesamiento en la celula hepatica. 

En la mayoria de los casos las proteinas generadas por un 
gen particular mediante splicing alternativo son identicas en casi 
toda su longitud pero difieren en regiones clave que pueden 
afectar propiedades importantes como su localization celular, 
los tipos de ligandos que unen o la cinetica de su actividad cata- 
litica. Diferentes factores transcripcionales se derivan de genes 
que pueden experimentar splicing alternativo, lo que genera 
variantes que pueden determinar la via de diferenciacion que 
la celula toma. En la mosca de la fruta, por ejemplo, la via de 
desarrollo que lleva a un embrion a diferenciarse en hembra o 
en macho se determina por splicing alternativo de las transcrip- 
ciones de ciertos genes. 

El splicing alternativo puede ser muy complejo y ello per- 
mite una gran variedad de combinaciones de exones posibles 
en el producto final del mRNA. El mecanismo por el que un 
exon se incluye o excluye depende sobre todo de si la maquinaria 
de splicing selecciona los sitios especificos 3' y 5' como sitios de 
corte (pag. 453). Algunos sitios de splicing se describen como 
“fragiles”, lo que indica que la maquinaria del splicing puede “sal- 
tarlos” bajo ciertas condiciones. El reconocimiento y el uso de 
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FIGURA 12-52 Un modelo de la funcion de los aumentadores exonicos de 
splicing en la regulation del splicing alternative. En este caso el exon 2 
contiene diferentes aumentadores de splicing, cada cerca de 6 a 8 nucleoti- 
dos, que unen protemas reguladoras especificas (por lo general protemas SR, 
p. 457). Estas protemas reguladoras de union reclutan factores de splicing 
clave (U2AF) y Ul snRNP a la vecindad de los sitios de splicing 3' y 5' 
respectivamente. [U2AF desempena una funcion directa en el reclutamien- 
to de U2 snRNP al sitio de ramification (BPS), como se requiere para la 
formation del lazo.] Si U2AF y Ul snRNP no se reclutaran en los sitios 
de splicing a cada lado del exon 2, este exon no se reconoceria y, en cambio, 
se eliminaria como parte del intron. Los exones tambien pueden contener 
secuencias llamadas supresores de empalme exonicos (ESS, del ingles exonic 
splicing suppressors), que se unen a protemas que bloquean el ensamblaje de 
espliceosomas y hacen que el exon quede fuera del mRNA maduro. (Toma- 
da de K. J. Hertel et al., Curr. Opin. Cell Biol. 9:351,1997.) 


los sitios de splicing fragiles se controlan mediante secuencias en 
el RNA, aun los aumentadores exonicos de splicing (pag. 453), 
que se localizan dentro de los exones cuya inclusion esta regu- 
lada. Los aumentadores exonicos de splicing sirven como sitio 
de union para protemas reguladoras especificas. Si una proteina 
reguladora se genera en una celula, esta proteina puede unirse al 
aumentador de splicing y reclutar los factores de splicing necesa- 
rios hacia un sitio de splicing fragil cercano 3' o 5'. El empleo 
de estos sitios de splicing resulta en la inclusion del exon dentro 
del mRNA. La figura 12-52 describe un modelo de la forma en 
que este mecanismo puede trabajar. Si la proteina reguladora no 
se produce en la celula, los sitios de splicing vecinos no se reco- 
nocen y el exon se elimina junto con los intrones flanqueantes. 
Se identifican muchos otros mecanismos que regulan el splicing 
alternative. 

El procesamiento alternative es dificil de estudiar porque 
requiere la preparation de mRNA de tarnano complete prove- 
nientes de distintos tejidos y estadios de desarrollo. Se estima que 
mas de 60% de los genes humanos esta sujeto a empalme alter¬ 
native. Ademas, hay incertidumbre acerca de cuantos mRNA 
distintos se producen a partir de la mayoria de las transcripcio- 
nes, pero es probable que muchos de ellos se sometan a empalme 
alternativo para generar varios polipeptidos distintos. Para hacer 
esto aun mas dificil de estudiar, las transcripciones homologas 
con frecuencia se empalman de modo diferente en distintas 
especies. Por ejemplo, es probable que una razon importante de 
que ser humano y raton sean tan diferentes, pese a que tienen 
genes similares, sea la diferencia en el modo en que se empalman 
muchas de sus transcripciones de genes homologos. 

El splicing alternativo tiene el potencial de generar gran 
numero de polipeptidos relacionados a partir de un solo gen. 


Considerese un gen que contiene 10 exones que pueden experi- 
mentar splicing alternativo, esto es, exones que pueden incluirse 
o excluirse en el mRNA maduro. Un gen de este tipo tiene el 
potencial para generar decenas de miles de isoformas polipep- 
tidicas distintas, mucho mas que el numero calculado de genes 
en el genoma humano entero. Se ha propuesto que este tipo de 
diversidad de protemas tiene la importante funcion de dirigir la 
formation de sinapsis especificas. De hecho estudios recientes 
sugieren que ciertos genes que participan en la funcion neural 
pueden estar sujetos a splicing alternativo importante. Sin con- 
siderar si el splicing alternativo ocurre o no a gran escala, es evi- 
dente que el numero de polipeptidos codificados por el genoma 
es por lo menos varias veces el numero identificado mediante la 
secuenciacion de DNA sola. 


REVISION 


1. ^De que manera el splicing alternativo puede incremen- 
tar el numero de genes en el genoma? 

2. Describa un ejemplo de splicing alternativo. ^Cual es el 
valor de este tipo de control para una celula? ^Como 
podria una celula regular los sitios en el pre-mRNA que 
se seleccionan para splicing ? 


12.6 CONTROL A NIVEL TRADUCCIONAL _ 

El control a nivel traduccional comprende una amplia 
variedad de mecanismos reguladores que afectan la traduction 
del mRNA transportado con anterioridad desde el nucleo hasta 
el citoplasma. Los factores considerados bajo este rubro regu- 
lador general incluyen 1) la localization del mRNA en ciertos 
sitios dentro de la celula; 2) si un mRNA se traduce o no y con 
que frecuencia, y 3) la vida media del mRNA, una propiedad 
que determina cuantas veces se traduce el mensaje. 

Los mecanismos de control a nivel traduccional suelen ope- 
rar por medio de interacciones entre mRNA especificos y varias 
protemas presentes dentro del citoplasma. En la pagina 447 se 
destaco que los mRNA contenian segmentos no codificantes 
conocidos como regiones no traducidas (UTR), en sus extremos 
5' y 3'. La 5' UTR se extiende desde la caperuza metil-guano- 
sina al initio del mensaje hasta el codon de initiation AUG, en 
tanto que 3' UTR se extiende desde el codon de termination 
en el extremo de la region codificante hasta el final de la cola 
de poli(A) que se encuentra unida en casi todos los mRNA de 
los organismos eucariotas (vease fig. 11-21). Aunque por muchos 
anos las secciones no traducidas del mensaje se ignoraron, se des- 
cubrio que las regiones UTR contienen secuencias nucleotidicas 
que la celula utiliza para mediar el control a nivel traduccional. 
En las secciones siguientes se consideran tres aspectos distintos 
del control a nivel traduccional: la localization, la traduction y la 
estabilidad del mRNA. 


Localization citoplasmica de los mRNA 

La information necesaria para que un oocito fertilizado ini- 
cie la formation de un embrion se localiza dentro del oocito 
durante la oogenesis. A continuation se estudia en forma breve 
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la mosca de la fruta, cuyos oocitos, larvas y estadios adultos se 
ilustran en la figura 12-53«. El desarrollo del eje anteroposte¬ 
rior (cabeza-abdomen) de una larva de mosca y del subsecuente 
adulto es anticipado por la localizacion de mRNA a lo largo 
del mismo eje en el oocito. Por ejemplo, las transcripciones de 
mRNA del gen bicoid se localizan de manera preferencial en el 
extremo anterior del oocito, mientras que los mRNA transcritos 
del gen oskar se ubican en el extremo opuesto (fig. 12-53 b, c). 
Los mRNA se traducen despues en el sitio de localizacion. Las 
proteinas que el mRNA de bicoid codifica tienen una funcion 
crucial en el desarrollo de la cabeza y el torax, en tanto que la 
proteina que el mRNA de oskar codifica se requiere para la for¬ 
mation de las celulas germinates, que se desarrollan en la parte 
posterior de la larva. 

La information que regula la localization citoplasmica de 
un mRNA reside en la 3' UTR. Lo anterior puede demostrar- 
se al utilizar moscas de la fruta que portan un gen extranjero 
cuya region codificante se acopla a una secuencia de DNA que 
codifica para la 3' UTR de los mRNA de bicoid u oskar. Cuando 
un gen extranjero se transcribe durante la oogenesis, el mRNA 
puede localizarse en un sitio que 3' UTR determina. La locali¬ 
zation de los mRNA esta mediada por proteinas especificas que 
reconocen las secuencias de localization (llamados codigos zip) 
en esa region del mRNA. 

Los microtubulos, y las proteinas motoras que los utilizan 
como vehiculos, desempenan una funcion importante en el trans- 
porte del mRNA hacia localizaciones especificas. Por ejemplo, la 



localization de los mRNA de oskar en un oocito de mosca de la 
fruta puede alterarse con farmacos como la colquicina que des- 
polimerizan los microtubulos y mediante mutaciones que alteran 
la actividad de la proteina motora cinesina I. Por otra parte, se 
piensa que los microfilamentos anclan los mRNA despues que 
estos llegan a su destino final. La localization del mRNA no se 
restringe a los huevos y oocitos, tambien se encuentra en todos 
los tipos de celulas poiarizadas. Por ejemplo, se observa que los 
mRNA de actina se localizan cerca del extremo de avance del 
fibroblasto en migration, que es el sitio donde las moleculas de 
actina son necesarias para la locomotion (fig. 12-53*$. Durante 
el proceso de localization, la traduction de los mRNA es inhibi- 
da de manera especifica por proteinas relacionadas, lo cual hace 
surgir el tema del control de la traduction. 


El control de la traduccion del mRNA 

Los mRNA almacenados en un huevo no fertilizado son mol- 
des para la sintesis de proteinas durante los estadios tempra- 
nos del desarrollo; no se utilizan para la sintesis de proteinas en 
el huevo mismo. Considerese el caso de un huevo de erizo de 
mar no fertilizado. Si una suspension de estos huevos se incu- 
ba con aminoacidos marcados con radiactividad, muy poca de 
esta radiactividad se incorpora en la proteina (fig. 12-54«, linea 
azul). Sin embargo, si la misma preparation de huevo se fertiliza 
mediante la adicion de esperma, la incorporation de aminoaci- 
dos marcados aumenta de manera importante (fig. 12-54«, linea 


Nucleo 

Extremo de avance 


(d) 

FIGURA 12-53 Localizacion citoplasmica de los mRNA. a) Esquema que 
ilustra los tres estadios de la vida de la mosca de la fruta: el huevecillo, la lar¬ 
va y el adulto. Se muestran los segmentos del torax y el abdomen, b ) Loca¬ 
lizacion del mRNA de bicoid en el polo anterior de un estadio temprano de 
segmentation mediante hibridacion in situ, c ) Localizacion del mRNA 
de oskar en el polo posterior en un estadio comparable al que se muestra en 
b. En ambos la localizacion de los RNA desempena una funcion importante 
en el desarrollo el eje anteroposterior de la mosca de la fruta. d) Localiza¬ 
cion del mRNA (rojo) cercano a los extremos de migration de los fibroblas- 
tos. Esta es la region celular donde se utiliza la actina durante la locomotion 
(vease fig. 9-71). ( B , cortesia de Daniel St Johnston; C, cortesia de 
Antoine Guichet y Anne Ephrussi; D , tomada de V. M. Latham, et 
al., cortesia de Robert H. Singer, Curr Biol 11:1010,2001.) 
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(a) Tiempo (min) despues de agregar el esperma 



roja). La tasa de smtesis de protemas aumenta con lentitud en 
las siguientes horas y los niveles decaen conforme el embrion se 
desarrolla en una blastula de mil o mas celulas (fig. \2-SAb). Si 
los huevos de erizo de mar se fertilizan e incuban en presencia de 
actinomicina D (un potente inhibidor de la smtesis de mRNA), 
la activacion de la smtesis de proteina despues de la fertilization 
ocurre al mismo grado que en los cultivos control (fig. \2-SAb). 
Como no pueden producirse nuevos mRNA en presencia de este 
farmaco, las protemas deben sintetizarse a partir de los mRNA 


FIGURA 12-54 Demostracion experimental de la activacion de mRNA 
“enmascarados” tras la fertilization del huevo de erizo de mar. a ) Incor¬ 
poration acumulada de [ 14 C]leucina en huevos de erizo de mar fertilizados 
y no fertilizados. El tiempo 0 marca el punto de la fertilization, que tras un 
breve periodo de reposo es seguido por una elevation marcada en la tasa 
de la smtesis de protemas. b ) Tasa de incorporation de [ 14 C]valina dentro de 
los huevos fertilizados de erizo de mar en presencia o ausencia de actinomi¬ 
cina D, un inhibidor de la smtesis de RNA. La actinomicina D no inhibe el 
incremento initial en la smtesis de protemas que sigue a la fertilization (a). 
Estos resultados indican que la smtesis de protemas en el periodo posterior 
a la fertilization no depende de los mRNA moldes recien sintetizados, sino 
mas bien se realiza en los mRNA presentes en el huevo al momento de la 
fertilization. En cambio, el segundo aumento en la smtesis proteica que 
comienza cerca de 10 h despues de la fertilization requiere mRNA mol¬ 
des recien sintetizados porque esta inhibida por el farmaco. (.A , tomada de 
D. Epel, Proc Nat’l Acad Sci USA 57:901,1967; B, tomada de P. R. 
Gross et al., Proc Nat’l Acad Sci USA 51:409,1964.) 


preexistentes que se activan despues de la fertilization. El initio 
de la traduction de estos mRNA almacenados comprende por lo 
menos dos fenomenos distintos: la inactivation de las protei- 
nas inhibidoras de union y un incremento en la longitud de las 
colas de poli(A) por la action de una enzima que se encuentra 
en el citoplasma de los huevos. Estos fenomenos se ilustran en el 
modelo de activation traduccional de la figura 12-55. 

Se descubrieron diferentes mecanismos que regulan la tasa 
de traduction del mRNA en respuesta a los requerimientos celu- 
lares cambiantes. Puede considerarse que algunos de estos meca¬ 
nismos actuan de manera global porque afectan la traduction 
de todos los mensajes. Cuando una celula humana esta sujeta a 
ciertos estimulos estresantes, se activa una proteina cinasa que 
fosforila el factor de initiation eIF2, el cual bloquea la smtesis 
posterior de protemas. Como se explica en la pagina 471, el fac¬ 
tor eIF2-GTP libera el tRNA iniciador de la subunidad riboso- 
mica pequena, tras lo cual se convierte en eIF2-GDP y se libera. 
La version fosforilada del factor eIF2 no puede intercambiar su 
GDP por GTP, que se requiere para que el eIF2 se comprome- 
ta en otro ciclo de initio de la traduction. Es interesante notar 
que se identifican cuatro protemas cinasas distintas que tienen la 
capacidad de fosforilar el mismo residuo de serina de la subuni¬ 
dad eIF2a para activar la inhibition traduccional. Cada una de 
estas cinasas se activa despues de un tipo de estres celular dife- 
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FIGURA 12-55 Un modelo del mecanismo de activacion traduccional de 
los mRNA despues de la fecundacion de un oocito de Xenopus. Segun 
este modelo, los RNA mensajeros son mantenidos en el citoplasma en un 
estado inactivo mediante una proteina llamada Mascarina. Esta se adhiere 
por un lado a CPEB (una proteina que se fija a secuencias en el extre- 
mo 3' de la UTR de mRNA especificos) y por el otro a la proteina de 
union al casquete eIF4E. Tras la fecundacion, la CPEB se fosforila, lo 
que desplaza la Mascarina y genera dos cambios en el mRNA. La version 



fosforilada de CPEB recluta otra proteina CPSF, que a su vez recluta poli- 
merasa de poli(A) (PAP), una enzima que agrega residuos adenosina a la 
cola de poli(A). La fosforilacion de CPEB tambien causa la disociacion 
de Mascarina del eIF4E y el reclutamiento de eIF4G, un factor de inicio 
necesario para la traduccion. Como resultado de estos cambios, el mRNA 
puede traducirse. (Reimpresa con autorizacion de R. D. Mendez 8c J. 
D. Richter, Nature Reviews Mol. Cell Biol. 2:524, 2001, © copy¬ 
right 2001 por Macmillan Magazines Limited.) Cap, caperuza. 
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rente, inclusive el golpe de calor, la infeccion vinca, la presencia 
de proteinas sin plegamiento adecuado o la falta de aminoacidos 
en el medio de cultivo. Por lo menos cuatro vias diferentes del 
estres convergen para inducir la misma respuesta. 

Otros mecanismos influyen en el ritmo de traduction de 
mRNA espedficos a traves de la action de proteinas que recono- 
cen elementos especificos en las UTR de esos mRNA. Uno de 
los ejemplos mejor estudiados comprende el mRNA que codifi- 
ca para la proteina ferritina. La proteina ferritina secuestra ato- 
mos de hierro en el citoplasma celular y de esta forma protege 
las celulas de los efectos toxicos del metal libre. La traduction 
del mRNA de ferritina esta regulada por un represor especifi- 
co, que se conoce como proteina reguladora de hierro ( IRP ), cuya 
actividad depende de la concentration de hierro libre en la celu- 
la. A bajas concentraciones de hierro, IRP se une a una secuencia 
especifica de la 5' UTR del mensaje llamada elemento de respuesta 
al hierro (IRE) (fig. 12-56). La union de IRP interfiere con el 
acceso de un ribosoma al extremo 5' del mensaje y por tanto 
el initio de la traduction se inhibe. Sin embargo, en presencia 
de concentraciones altas de hierro, la IRP se modifica de modo 
que pierde su afinidad por las secuencias IRE. La disociacion de 
IRP del mRNA de ferritina permite el acceso de la maquinaria 
traduccional al mRNA codificante y la proteina codificada se 
sintetiza. 

Las proteinas no son solo moleculas que pueden actuar 
como reguladores traduccionales. Como se senalo en la pagina 
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FIGURA 12-56 Control de la traduccion del mRNA de ferritina. Cuando 
las concentraciones de hierro son bajas, una proteina represora que une hie¬ 
rro, llamada proteina reguladora de hierro (IRP), se une a una secuencia 
especifica de la 5' UTR del mRNA de ferritina, denominada elemento de 
respuesta al hierro (IRE), que se pliega en un asa. Cuando el hierro esta dis- 
ponible, se une a la IRP, cambia su conformation y ocasiona que se disocie 
del IRE, lo que permite la traduccion del mRNA para formar ferritina. La 
evidencia sugiere que el hierro unido esta presente como sulfato de hierro 
(pag. 192). 


462, los microRNA (miRNA) originalmente se descubrieron 
como inhibidores de la traduction de mRNA especificos en 
nematodos. Ahora se conocen cientos de miRNA en animales y 
plantas superiores, y su funcion como reguladores traduccionales 
tiene mayor importancia. 


El control de la estabilidad del mRNA 

El tiempo que dura un mRNA en una celula, la mayoria de las 
veces, es para la sintesis de un polipeptido. Si una celula controla 
la expresion de genes, es importante que regule la superviven- 
cia del mRNA, asi como en primer lugar tambien se regula la 
sintesis de este mRNA. A diferencia de un mRNA procariota, 
que comienza a degradarse en su extremo 5' antes que su extre¬ 
mo 3' este completo, la mayoria de los mRNA eucariotas tiene 
una vida media hasta cierto punto larga. No obstante, la vida 
media de los mRNA eucariotas es muy variable. Por ejemplo, el 
mRNA de EOS, que participa en el control de la division celular, 
se degrada con rapidez en la celula (vida media de 10 a 30 min). 
Como resultado Fos solo se produce por un periodo corto. En 
cambio, el mRNA que codifica para la production de proteinas 
dominantes de una celula particular, como la hemoglobina en un 
eritrocito precursor o la ovoalbumina en una celula de oviducto 
de gallina, casi siempre tiene una vida media de mas de 24 h. Por 
tanto, como sucede con la localization del mRNA o la tasa de 
initio de la traduction del mismo, la maquinaria reguladora 
de la celula puede reconocer mRNA especificos y darles un tra- 
tamiento diferente. 

Experimentos tempranos mostraron que el mRNA carente 
de colas de poli(A) se degrado con rapidez tras inyectarse en 
celulas, mientras que el mismo mRNA con colas de poli(A) fue 
estable. Esta fue la primera pieza de evidencia que sugirio que 
la longevidad de un mRNA se relaciona con la longitud de su 
cola de poli(A). Cuando un mRNA tipico abandona el nucleo, 
contiene una cola de cerca de 200 residuos de adenosina (fig. 
12-57«, paso 1). Cuando un mRNA permanece en el citoplas- 
ma, la longitud de su cola de poli(A) tiende a reducirse en forma 
gradual conforme aquel se degrada por efecto de la ribonucleasa 
de poli(A). No se observan efectos en la estabilidad del mRNA 
hasta que la cola se reduce a alrededor de 30 residuos (paso 2). 
Una vez que la cola se acorta a esta longitud, el mRNA suele 
degradarse con rapidez por otras dos vias. En una de estas vias 
(que se muestra en la figura 12-57«) la degradation del mRNA 
comienza en su extremo 5' seguida de la remocion de la cola de 
poli(A) en el extremo 3' del mensajero. El hecho de que la cola 
de poli(A) en el extremo 3' del mensajero proteja la caperuza 
del extremo 5' de la molecula sugiere que los dos extremos del 
mRNA se mantienen en proximidad cercana (vease fig. 11-47). 
Una vez que la cola que se encuentra en la region 3' se elimina 
(paso 3, fig. 12-57a), se elimina la caperuza del mensaje (paso 
4) y se degrada desde el extremo 5' hacia el extremo 3' (paso 5). 
Tanto la elimination del capuchon como la degradation 5' —> 3' 
ocurren dentro de pequenas estructuras citoplasmicas llamadas 
cuerpos P, que podrian tener una funcion general en el almacena- 
miento y la destruction de mRNA que ya no se traducen. En la 
via alterna de degradation del mRNA que se muestra en la figu¬ 
ra 12-57 h, la deletion de la cola de poli(A) (paso 3a) es seguida 
por la digestion continua del mRNA desde su extremo 3' (paso 
4a). La digestion de los mRNA en direction 3' —> 5' la efectua 
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FIGURA 12-57 Degradation de mRNA en celulas de mamifero. Los pasos 
mostrados en el dibujo se describen en el texto. 


una exonucleasa que es parte de un complejo de exonucleasas 
conocido como exosoma. 

Debe haber mas mecanismos que participan en la longe- 
vidad del mRNA que la simple longitud de su cola de poli(A), 
puesto que los mRNA tienen vidas medias muy diferentes con 
colas de poli(A) de tamano similar. Una vez mas las diferen- 
cias en la secuencia nucleotidica de 3' UTR tienen una funcion 
importante en la tasa a la que la cola de poli(A) se acorta. Por 
ejemplo, la 3' UTR del mRNA de globina contiene diferentes 
repeticiones de CCUCC que sirven como sitios de union para 
proteinas especificas que estabilizan el mensaje. Si estas secuen- 
cias se mutan, el mRNA se desestabiliza. En cambio los mRNA 
de vida corta a menudo contienen elementos ricos en AU (p. 
ej., repeticiones AUUUA) en 3' UTR que al parecer se unen 
a las proteinas que desestabilizan el mensaje. Si una de estas 
secuencias desestabilizantes se introduce en la 3' UTR del gen 
de globina, la estabilidad del mRNA transcrito del gen modifi- 
cado se reduce de una vida media de 10 h a una vida media de 
90 min. La importancia de estas secuencias desestabilizantes (y 


el promedio de inestabilidad del mRNA que producen) puede 
apreciarse al considerar la vida corta del mRNA de FOS que se 
menciono antes. Si la secuencia desestabilizante del gen FOS 
se pierde por una delecion, la vida media del mRNA de FOS se 
incrementa y las celulas suelen tornarse malignas. Se piensa que 
las secuencias desestabilizantes en 3' de la UTR sirven como 
sitios de union para proteinas (p. ej., AUF1) y para RNA no 
codificadores (p. ej., miR-430) que inducen la desadenilacion 
y la ulterior destruction del mRNA. Por ejemplo, al parecer los 
microRNA tienen un cometido importante en la destruction 
final por el embrion de los mRNA maternos que se almacenan 
en el ovulo al momento de la fecundation (pag. 534). 

Antes de abandonar los aspectos del control a nivel traduc- 
cional y el control de la expresion genica en general debe notarse 
que la expresion genica puede controlarse mediante otras acti- 
vidades que no se esperaban antes de su descubrimiento. Hasta 
ahora, tales actividades se han detectado solo en unos cuantos 
sistemas y su aplicabilidad funcional permanece indefinida. 
Estas actividades incluyen: 

• Cambio de marco traduccional, en el que el ribosoma cambia 
de marco de lectura en algun punto durante su jornada a lo 
largo del mRNA al moverse un nucleotido hacia adelante 
0 hacia atras. El cambio de marco puede deberse al despla- 
zamiento de un tRNA de un codon a un triplete traslapa- 
do, que luego se convierte en el nuevo codon. Puesto que el 
cambio del marco de lectura puede ocurrir con una eficiencia 
menor de 100%, es posible que se generen dos polipeptidos 
distintos a partir del mismo mRNA. 

• Lectura a traves del codon de termination, en la que el ribo¬ 
soma continua despues del codon de termination. 

• Edition de RNA mensajero, en la que nucleotidos especifi- 
cos se convierten en otros nucleotidos despues que el RNA 
se transcribe (p. ej., postranscripcionalmente). La edition de 
RNA puede crear nuevos sitios de splicing, generar codones 
de paro u ocasionar sustituciones de aminoacidos. La edi¬ 
tion de mRNA tiene particular importancia en el sistema 
nervioso, donde un gran numero de mensajes parecen tener 
una 0 mas adeninas (A) convertidas en inosinas (I). Esta 
modification comprende la deletion enzimatica de un grupo 
amino del nucleotido. El receptor de glutamato, que media 
la transmision sinaptica excitadora en el cerebro (pag. 169), 
es producto de la edition de RNA. En este caso una modi¬ 
fication de una A en una I genera un receptor de gluta¬ 
mato cuyo canal interno es permeable a los iones de Ca 2+ . 
Los ratones geneticamente manipulados que son incapaces 
de llevar a cabo este proceso especifico de edition del RNA 
experimentan ataques epilepticos graves y mueren en pocas 
semanas despues del nacimiento. 

• Initiation de traduction alternativa, en la que diferentes 
codones de AUG en el mismo mRNA se utilizan como codon 
de initio en la sintesis de polipeptidos (vease nota al pie de la 
pagina 522). 

• Salto traduccional, en el que el ribosoma “salta” sobre una 
secuencia de nucleotidos en un mRNA especifico y deja 
una portion interna del mensaje sin traducir. 

• Splicing de proteina, en el que un segmento de un polipeptido 
especifico se elimina y los dos extremos se unen de manera 
covalente. 
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REVISION 


1. Describa tres diferentes vfas por las que la expresion 
genica puede controlarse a nivel traduccional. Citar un 
ejemplo de cada uno de estos mecanismos de control. 

2. ^Cual es la funcion del poli(A) en la estabilidad del 
mRNA? ^Como regula la celula la estabilidad de dife¬ 
rentes mRNA? 

3. Describa los diferentes niveles a los que la expresion geni¬ 
ca se regula para permitir que un gen de globina beta con 
la siguiente estructura dirija la formation de una proteina 
que representa mas de 95% de la proteina celular. 

exon 1—intron—exon 2—intron— exon 3 


12.7 CONTROL POSTRADUCCIONAL: _ 

DETERMINACION DE LA ESTABILIDAD 

DE LA PROTEINA 

Las celulas poseen mecanismos complejos para controlar 
la tasa a la que las proteinas se sintetizan. No resulta inesperado 
que las celulas posean mecanismos para controlar el periodo que 


las proteinas sobreviven una vez que son por completo funcio- 
nales. Aunque el tema de la estabilidad proteica no cae tecnica- 
mente bajo el encabezado del control de la expresion genica, es 
una extension logica de este topico y por tanto se trata en esta 
parte del texto. Los estudios pioneros en el area de degradation 
selectiva de proteinas los efectuaron Avram Hershko y Aaron 
Ciechanover en Israel e Irwin Rose y Alexander Varshavsky 
en Estados Unidos. 

La degradation de proteinas celulares se realiza en maqui- 
nas cilindricas que degradan proteinas llamadas proteosomas 
que se encuentran tanto en el nucleo como en el citosol de las 
celulas. Los proteosomas consisten en cuatro anillos de subuni- 
dades polipeptidicas apilados uno sobre otro con una cubierta 
unida a cada extremo de la pila (fig. 12-58a, b). Los dos anillos 
centrales consisten en polipeptidos (subunidades beta) que fun- 
cionan como enzimas proteoliticas. Los sitios activos de estas 
subunidades se dirigen a la camara central cubierta, donde la 
digestion proteolitica ocurre en un ambiente protegido. 

Los proteosomas digieren proteinas seleccionadas y marca- 
das para su destruction como se describe mas adelante. Algunas 
proteinas se seleccionan porque se reconocen como anormales, 
ya sea por un plegamiento anormal o por vinculacion incorrecta 
con otras proteinas. Este grupo incluye las proteinas anormales 
que se produjeron en los ribosomas unidos a la membrana de 
reticulo endoplasmico rugoso (pag. 292). La selection de protei¬ 
nas “normales” para la destruction mediante proteosoma se basa 



FIGURA12-58 Estructuray funcion del proteosoma. a) Micrografia electro- 
nica de alta resolucion de un proteosoma aislado de Drosophila, b ) Modelo 
de un proteosoma basado en microscopia electronica de alta resolucion y 
cristalograffa de rayos X. Cada proteosoma consiste en dos grandes cape- 
ruzas en el extremo de un nucleo en forma de tunel que esta formado por 
cuatro anillos apilados. Cada anillo consta de siete subunidades que se divi- 
den en dos clases: tipo alfa y tipo beta. Los dos anillos internos se componen 
de subunidades beta, que rodean una camara central. Las subunidades se 
dibujaron en colores diferentes porque son polipeptidos similares pero no 
identicos. Tres de las siete subunidades beta de cada anillo tienen actividad 
proteolitica, las otras cuatro son inactivas en celulas eucariotas. (Las celulas 
procariotas tambien poseen proteosomas, pero tienen una estructura mas 
simple, y todas las subunidades beta son activas.) Los dos anillos externos 
se componen de subunidades alfa sin actividad enzimatica que forman una 


abertura estrecha (de alrededor de 13 A) a traves de la cual los polipeptidos 
sustrato no plegados se introducen para llegar a la camara central, donde se 
degradan. c ) Pasos de la degradacion de las proteinas por medio del proteo¬ 
soma. En el paso 1 la proteina que se degradara se une de manera covalente 
a un grupo de moleculas de ubiquitina. La union de las ubiquitinas requiere 
la participation de tres enzimas distintas (El, E2 y E3) en un proceso que 
no se explica en el texto. En el paso 2 la proteina poliubiquitinada se une a la 
caperuza del proteosoma. La cadena de ubiquitina se elimina y el polipepti- 
do no plegado penetra en la camara central del proteosoma (paso 3), donde 
se degrada por efecto de la actividad catalitica de las subunidades beta (pasos 
4 y 5). (A , cortesia de H. Holzl y Wolfgang Baumeister, J Cell Biol. 
150:126,2000; mediante autorizacion de derechos reservados de la 
Rockefeller University Press.) 
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en la estabilidad biologica de la proteina. Se piensa que cada 
proteina tiene una longevidad caracteristica. Algunas molecu¬ 
las proteicas, como las enzimas de la glucolisis o las moleculas 
de globina de un eritrocito, estan presentes por dlas a semanas. 
Otras proteinas que se requieren para actividades fugaces espe- 
cificas, como las proteinas que regulan el inicio de la replication 
del DNA o que activan la division celular, pueden sobrevivir solo 
unos pocos minutos. La destruction de tales proteinas regulado- 
ras clave por proteosomas tiene un cometido crucial en el avance 
de los procesos celulares (como se ilustra en la figura 14-26). La 
importancia de los proteosomas en los procesos de vida y muerte 
de la celula puede demostrarse mediante el uso de farmacos que 
inhiben de manera especifica la digestion proteosomica. 

Los factores que controlan el tiempo de vida de una pro- 
teina no se comprenden bien. Uno de los determinantes es la 
secuencia de aminoacidos especificos que reside en el extremo 
aminoterminal de una cadena polipeptidica. Los polipeptidos 
que terminan en arginina o lisina, por ejemplo, por lo general 
tienen una vida corta. Diferentes proteinas que actuan en perio- 
dos especificos del ciclo celular se marcan para su destruction 
cuando ciertos residuos se fosforilan. Otras proteinas portan una 
secuencia interna especifica de aminoacidos llamada degron que 
asegura que no sobrevivan mucho tiempo dentro de la celula. 

La ubiquitina es una proteina pequena altamente con- 
servada con varias funciones en diversos procesos celulares. 
Por ejemplo, en la pagina 314 se senalo que las proteinas de 


membrana que portan una sola molecula de ubiquitina adhe- 
rida se incorporan de manera selectiva en vesiculas endociticas. 
Por tanto, la union de una sola molecula de ubiquitina funciona 
de manera primaria como una serial de direccionamiento. En 
cambio, las proteinas se marcan para su destruction mediante la 
union de diferentes moleculas de ubiquitina y forman una cade¬ 
na de poliubiquitina (paso 1, fig. 12-58r). En la primera parte de 
este proceso la ubiquitina se transfiere por una reaction enzima- 
tica a los residuos de lisina en la proteina marcada. Las enzimas 
que transfieren la ubiquitina a las proteinas bianco comprenden 
una gran familia de ligasas de ubiquitina en las que diferentes 
miembros reconocen proteinas que portan diversas senales de 
degradation. Estas enzimas desempenan una funcion crucial en 
la determination de la vida o la muerte de proteinas clave y son 
tema de la investigation actual. 

Ya que se encuentra poliubiquitinada, la proteina es reco- 
nocida por la estructura superior del proteosoma (paso 2, fig. 
12-58r), que remueve la cadena de ubiquitina y despliega la pro¬ 
teina bianco mediante el empleo de la energia obtenida de la 
hidrolisis del ATP. El polipeptido desplegado se transfiere luego 
a traves de una abertura reducida en el anillo de las subunidades 
alfa y pasa a la camara central del proteosoma (paso 3), donde 
en casi todas las celulas se digieren en peptidos pequenos (pasos 
4 y 5). Los productos peptidicos se liberan de nuevo al citosol, 
donde se degradan en sus componentes aminoacidicos. 


S1NQPSIS 


El nucleo de una celula eucariota es una estructura compleja limi- 
tada por la envoltura nuclear, que controla el intercambio de mate- 
riales entre el nucleo y el citoplasma, y mantiene la composition 
unica de los dos compartimientos principales de la celula. La envol¬ 
tura nuclear consta de diferentes componentes, incluso una membrana 
nuclear interna y una externa separadas por un espacio perinuclear y 
un numero variable de poros nucleares. Los poros nucleares son sitios 
en los que las membranas nucleares interna y externa se fusionan para 
formar una abertura circular que una estructura compleja conocida 
como complejo del poro nuclear (NPC) ocupa. La estructura del NPC 
se asemeja a una canasta con simetria octagonal compuesta de anillos, 
cubiertas y filamentos. Los poros nucleares son sitios por los cuales los 
materiales pasan entre el nucleo y el citoplasma. Las proteinas que en 
condiciones normales residen dentro del nucleo contienen un grupo de 
aminoacidos llamados senales de localization nuclear (NLS) que les 
permiten unirse a un receptor (una importina) que los transporta a tra¬ 
ves del NPC. El transporte nuclear es un proceso de difusion facilitada 
por un gradiente de la proteina Ran, con Ran-GTP en el nucleo y Ran- 
GDP en el citoplasma. La superficie interna de la envoltura nuclear se 
mantiene por una malla fibrilar llamada lamina nuclear, que consiste en 
proteinas (laminas) que son miembros de la familia de proteinas que 
forman los filamentos intermedios. El liquido del nucleo se denomina 
nucleoplasma (pag. 486). 

Los cromosomas del nucleo contienen un complejo de DNA defini- 
do y proteinas histonicas que forman los filamentos nucleoproteicos 
caracteristicos y representan el primer paso en el empaquetamien- 
to del material genetico. Las histonas son proteinas basicas peque- 
nas que se dividen en cinco clases distintas. Las histonas y el DNA se 
organizan en el complejo nuclear del cromosoma, que consiste en dos 
moleculas de cada una de las histonas H2A, H2B, H3 y H4 rodea- 


das por casi dos lazadas de DNA. Las particulas de los nucleosomas 
nucleares se conectan una con otra mediante fragmentos de DNA 
lineal. Juntos, las particulas nucleares y el DNA de enlace generan un 
filamento de nucleosoma que semeja una cadena de cuentas de collar. 
Las modificaciones covalentes de los residuos especificos en las colas de 
N-terminales del nucleo de histonas (inclusive mediation, acetilacion y 
fosforilacion) cumplen una funcion importante en la determination del 
estado de compactacion y la actividad transcripcional de la cromatina 
(pag. 491). 

La cromatina no se presenta en las celulas como un filamento de 
nucleosoma muy extendido sino que se compacta en niveles superio¬ 
rs de organization. Cada particula nuclear del nucleosoma contiene 
una molecula de histona HI unida al DNA. Tanto el nucleo como las 
histonas HI median la interaction entre los nucleosomas vecinos que 
generan fibras de 30 nm, que representan un nivel superior de organi¬ 
zacion de la cromatina. Las fibras de 30 nm se organizan a su vez en 
dominios en forma de asas, que se visualizan cuando los cromosomas 
mitoticos se someten a procedimientos que remueven las histonas. Los 
cromosomas mitoticos representan el estado mas compactado de la 
cromatina. Cierta fraction de la cromatina, llamada heterocromatina, 
permanece en un estado muy compactado a traves de la interfase. La 
heterocromatina se clasifica como heterocromatina constitutiva, que se 
mantiene condensada en todas las celulas todo el tiempo, y heterocro¬ 
matina facultativa, que se inactiva de manera especifica durante ciertas 
fases de la vida de un organismo. Un cromosoma X en cada celula de 
los mamiferos hembra esta sujeto a un proceso de inactivacion durante 
el desarrollo embrionario que lo convierte en un estado de inactividad 
transcripcional, la heterocromatina facultativa. Como la inactivacion 
del cromosoma X ocurre de manera aleatoria, el cromosoma X deriva- 
do de la linea paterna es inactivo en la mitad de las celulas del embrion, 
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mientras que el cromosoma X derivado de la madre es inactivo en la 
otra mitad. Como resultado las hembras adultas son mosaicos geneticos 
con respecto a los genes presentes en el cromosoma X. La desactivacion 
del cromosoma X es un ejemplo de modificacion epigenetica, porque es 
una modificacion transmisible en la estructura y la funcion de la croma- 
tina que no implica un cambio en la secuencia del DNA (pag. 494). 

Los cromosomas mitoticos poseen diversas caracteristicas que pue- 
den reconocerse con claridad. Los cromosomas mitoticos pueden 
visualizarse mediante el lisamiento de celulas que se detuvieron en la 
mitosis y su posterior tincion para generar cromosomas identificables 
con patrones de banda predecibles. Cada cromosoma mitotico contie- 
ne una indentation marcada, conocida como centromero, que alberga 
secuencias de DNA muy repetidas y sirve como sitio para la union de 
los microtubulos durante la mitosis. Los extremos de los cromosomas 
son los telomeros, que se mantienen de una generation de la celula a la 
siguiente por la action de una enzima especial llamada telomerasa, que 
contiene un componente integral de RNA. Los telomeros desempenan 
una funcion importante en el mantenimiento de la integridad cromo- 
somica (pag. 500). 

El nucleo es un compartimiento celular ordenado. Las observacio- 
nes que apoyan esto incluyen las siguientes: cromosomas especfficos 
se confinan a regiones particulares del nucleo; los telomeros pueden 
relacionarse con la envoltura nuclear, y los RNP que participan en el 
splicing de pre-mRNA se restringen a sitios particulares. La eviden- 
cia indica que la red de filamentos proteicos que conforma la matriz 
nuclear tiene una funcion destacada en el mantenimiento de la estruc¬ 
tura ordenada del nucleo (pag. 507). 

En las bacterias, los genes se organizan en unidades reguladoras 
denominadas operones. Los operones son grupos de genes estructura- 
les que suelen codificar diferentes enzimas en la misma via metabolica. 
Como todos los genes estructurales se transcriben en un solo mRNA, su 
expresion puede regularse de manera coordinada. El nivel de expresion 
genica se controla por un compuesto metabolico clave, como el inductor 
lactosa, que se une a una protefna represora y cambia su forma. Este 
fenomeno altera la capacidad del represor para unirse con el sitio opera- 
dor en el DNA y por tanto bloquea la transcripcion (pag. 509). 

La tasa de sintesis de un polipeptido particular en celulas eucariotas 
esta determinada por una serie compleja de fenomenos de regulation 
que operan en especial en tres niveles distintos. 1) Los mecanismos 
de control transcriptional determinan si un gen se transcribe o no y, 
si es asf, con que frecuencia; 2) los mecanismos de control a nivel del 
procesamiento determinan la via por la que la transcripcion primaria de 
RNA se procesa, y 3) los mecanismos de control traduccional determi¬ 
nan la localization de un mRNA, si un mRNA particular se traduce y, si 
esto ocurre, con que frecuencia y durante que periodo (pag. 513). 

Todas las celulas diferenciadas de los organismos eucariotas retie- 
nen toda la information genetica. Diferentes genes se expresan en 
celulas en diferentes estados de desarrollo, celulas de tejidos dis¬ 
tintos y celulas expuestas a estimulos diversos. La transcripcion de 
un gen la controlan factores de transcripcion, protefnas que se unen a 
secuencias especfficas localizadas en sitios fuera de la region codificante 
del gen. La secuencia de regulation mas cercana corriente arriba es la 
caja TATA, que es el componente principal del promotor nuclear del 
gen y es el sitio de ensamble del complejo de preiniciacion. Se cree que 
la actividad de las protefnas en la caja TATA depende de las interac- 
ciones con otras protefnas unidas a otros sitios, que incluyen diferentes 
elementos de respuesta y aumentadores. Los aumentadores se distin- 
guen por el hecho de que pueden moverse de un lugar a otro dentro 
del DNA o aun en orientation inversa. Algunos aumentadores pueden 
localizarse a decenas de miles de pares de bases del gen cuya transcrip¬ 
tion es estimulada. Se piensa que las asas en el DNA ponen en contacto 
protefnas unidas a un intensificador y un promotor (pag. 515). 


La determination de la estructura tridimensional de algunos com- 
plejos entre factores de transcripcion y DNA indica que estas protei- 
nas se unen al DNA por medio de un numero limitado de estructuras. 

Los factores de transcripcion suelen contener por lo menos dos domi- 
nios, uno cuya funcion es reconocer y unirse a una secuencia especffica 
de pares de bases en el DNA y otro que activa la transcripcion al inter- 
actuar con otras protefnas. La mayorfa de los factores de transcripcion 
se unen al DNA como dfmero, ya sea heterodfmeros u homodfmeros, 
que reconocen secuencias en el DNA que poseen simetrfa doble. Casi 
todas las estructuras relacionadas que se unen al DNA contienen un 
segmento, a menudo una helice alfa, que se inserta en el surco mayor 
del DNA, donde reconoce la secuencia de pares de bases que reviste el 
surco. Las estructuras mas frecuentes que se observan en las protefnas 
que se unen al DNA incluyen los dedos de cine, la heUce-asa-helice, 
la cremallera de leucina y la caja HMG. Cada una de estas estructuras 
proporciona un armazon estable en el que las superficies de reconoci- 
miento especfficas del DNA de las protefnas pueden interactuar con la 
doble helice de DNA. Aunque es probable que la mayorfa de los facto¬ 
res de transcripcion sean estimuladores, algunos actuan para inhibir la 
transcripcion (pag. 518). 

La activation y la represion de la transcripcion estan mediadas por 
un gran numero de complejos que fiincionan como coactivadores y 
correpresores. Los coactivadores comprenden complejos que sirven 
como puentes entre los activadores transcripcionales unidos a los sitios 
reguladores corriente arriba y la maquinaria de transcripcion basal unida 
al promotor nuclear. Otros tipos de coactivadores modifican el nucleo 
de las histonas o remodelan la cromatina. La acetilacion de las histonas 
mediante las enzimas acetiltransferasa de histonas (HAT) se relaciona 
con la activation transcriptional. Los complejos de remodelacion de la 
cromatina (p. ej., SWI/SNF) pueden ocasionar que los nucleosomas se 
deslicen a lo largo del DNA o modificar el nucleosoma para incremen- 
tar su capacidad de union de protefnas de regulation (pag. 525). 

Los genes eucariotas se apagan cuando las bases de citosina de algu¬ 
nos nucleotidos que residen en algunas regiones ricas en GC son 
metiladas. La mediation es una modificacion epigenetica y dinamica; 
existen enzimas que efiminan y adicionan grupos metilo. La adicion de 
grupos metilo al DNA en regiones clave de regulation corriente arriba 
de los genes se correlaciona con una diminution en la transcripcion 
del gen, en tanto que la deletion de los grupos metilo se correlaciona 
con un incremento en la transcripcion. El proceso de metilacion es en 
particular evidente en la cromatina inactiva con respecto a la transcrip¬ 
tion; lo anterior se logra por medio de la heterocromatizacion, como en 
la inactivation del cromosoma X en las celulas de hembra de mamffe- 
ro. Otro fenomeno vinculado con la metilacion del DNA es la huella 
genomica, que afecta un pequeno numero de genes que son transcrip- 
cionalmente activos o inactivos en el embrion de acuerdo con su origen 
parental (pag. 529). 

La expresion genica se regula a nivel del procesamiento mediante 
splicing alternativo en el que un solo gen puede codificar para dos o 
mas protefnas relacionadas. Muchas transcripciones primarias pue¬ 
den procesarse por mas de una via, lo que genera mRNA que contiene 
diferentes combinaciones de exones. En el caso mas simple un intron 
especffico puede eliminarse de la transcripcion o retenerse como parte 
del mRNA final. Al parecer la via especffica que se toma durante el pro¬ 
cesamiento del pre-mRNA depende de la presencia de protefnas que 
controlan los sitios de procesamiento que se identifican para el corte 
(pag. 531). 

La expresion genica se regula a nivel traduccional mediante diferen¬ 
tes procesos que incluyen la localization del mRNA, el control de la 
traduction de los mRNA existentes y la longevidad del mRNA. La 

mayorfa de estas actividades de regulation esta mediada por interac- 
ciones con las regiones no traducidas (UTR) 5' y 3' del mRNA. Por 
ejemplo, al parecer la localization citoplasmica del mRNA en regiones 
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especificas de los huevecillos de la mosca de la fruta es mediada por 
proteinas que reconocen las secuencias de localization en 3' UTR. La 
presencia de un mRNA en el citoplasma no garantiza su traduction. 
La maquinaria de smtesis de proteinas de una celula puede controlarse 
de manera global de tal forma que la traduction de todos los mRNA 
se afecta, o la traduction de mRNA especificos puede ser controlada, 
como ocurre en la regulation de la smtesis de ferritina por los niveles de 


hierro que actuan en las proteinas que se unen en el 5 r UTR del mRNA 
de ferritina. Uno de los principals factores que controlan la longevi- 
dad (estabilidad) de los mRNA es la longitud de las colas de poli(A). 
Nucleasas especificas en la celula acortan de modo gradual la cola de 
poli(A) hasta el punto en que las proteinas protectoras no pueden unir- 
se a la cola. Una vez que la proteina protectora se pierde, los mRNA se 
degradan en las direcciones 5' —> 3' y 3' —> S' (pag. 532). 


PREGUNTAS ANALITICAS 


1. La mediation de K9 de la histona H3 (mediante una enzima 
SUV39H1) se relaciona con la heterocromatizacion y el silencia- 
miento genico. Se informa que es posible que la metilacion de H3 
por otras enzimas conduzca a la activation transcriptional. <:C6mo 
puede generar efectos opuestos la metilacion? 

2. <;De que manera muchas copias de cada tipo de nucleo histonico 
pueden embobinar el genoma humano entero en los nucleosomas? 
<;C6mo resolvio la evolution el problema de producir gran numero 
de proteinas en un periodo hasta cierto punto corto? 

3. Supongase que se descubre una mutante sensible a la tempera- 
tura cuyo nucleo no puede acumular ciertas proteinas nucleares 
especificas a una temperatura elevada (restrictiva) pero continua 
acumulando otras proteinas nucleares. <;Que conclusiones pueden 
obtenerse respecto a la localization nuclear y la naturaleza de esta 
mutation? 

4. Los humanos que nacen con tres cromosomas X pero carecen de 
cromosomas Y a menudo se desarrollan como mujeres de aparien- 
cia normal. <;Cuantos corpusculos de Barr se espera encontrar en 
las celulas de estas mujeres? ,:Por que? 

5. Supongase que la inactivation del cromosoma X no fuera un pro- 
ceso aleatorio sino que siempre se inactivara el cromosoma X que 
proviene del padre. <;Que efecto se esperaria en el fenotipo de las 
mujeres? 

6. Los cromosomas que se muestran en la figura 12-18 b se marcaron 
por incubation de la preparation con fragmentos de DNA espe¬ 
cificos para cada cromosoma. Supongase que uno de los cromoso¬ 
mas en el campo contiene regiones de dos colores diferentes. <;Que 
puede concluirse respecto a este cromosoma? 

7. <;Que ventaja se obtiene al sintetizar y procesar las transcripciones 
en ciertas regiones del nucleo en lugar de que este proceso se rea- 
lice de manera aleatoria a lo largo del nucleoplasma? 

8. Comparar y analizar los efectos de una deletion en el operador del 
operon lactosa con una deletion en el operon triptofano. 

9. Se encontro una mutante de E. coli que genero cadenas continuas 
de polipeptidos que contienen tanto galactosidasa beta como per- 
measa de galactosido (codificada por el geny), ,;c6mo se explica lo 
anterior? 

10. Se sospecha que una hormona nueva que se somete a prueba fun- 
ciona para estimular la smtesis de miosina al actuar a nivel de la 
transcription. ,;Que tipo de evidencia experimental se necesita 
para apoyar esta affirmation? 

11. Asumase que se efectua una serie de experimentos en los que 
se trasplantan nucleos de diferentes celulas de tejidos adultos a 
un huevo de raton enucleado y activado, y se encuentra que el 
huevo no se desarrolla mas alia de la etapa de blastocisto. ,;Podria 
concluirse que el nucleo trasplantado perdio los genes necesarios 
para el desarrollo posterior de la blastula? <:Por que si o por que 


no? <:Por que razon este tipo de experimentos proporciona mas 
information para la interpretation de resultados negativos? 

12. Como se senalo en la pagina 523, el footprinting de DNA permite 
el aislamiento de secuencias de DNA unidas por factores de trans¬ 
cription especificos. Describir un protocolo experimental para 
identificar los factores de transcription que se unen a la secuencia 
aislada de DNA. (Deben considerarse las tecnicas que se estudian 
en la section 18.7) 

13. <;C6mo se explica que los aumentadores puedan moverse a dife¬ 
rentes posiciones en el DNA sin que su actividad se afecte en tan¬ 
to que la caja TATA solo puede operar en un sitio especifico? 

14. Supongase que se trabaja con una cepa celular que presenta un 
nivel muy bajo de smtesis de proteinas y se sospecha que las celu¬ 
las estan sujetas a control inhibidor global de la traduction. ,;Que 
experimentos deben realizarse para determinar si este es el caso? 

15. Las senales de secuencias que dirigen la translocation de proteinas 
en el reticulo endoplasmico son eliminadas por una serial de pep- 
tidasa, en tanto que los NLS y los NES que se requieren para el 
movimiento de una proteina hacia adentro o hacia afuera del nucleo 
permanecen como parte de esta proteina. Considerese una protei¬ 
na como hnRNPAl, que participa en la exportation del mRNA al 
citoplasma. <:Por que es importante que las senales de secuencias de 
transporte de esta proteina permanezcan como parte de la misma 
en tanto que la senal de secuencia del ER puede eliminarse? 

16. Cuando un DNA metilado se introduce en celulas de mamifero 
en cultivo por lo general se transcribe por un periodo antes que se 
reprima. <:Por que debe esperarse este tipo de retraso previo a que 
la inhibition de la transcription ocurra? 

17. Supongase que se aislo un nuevo factor transcriptional y se quiere 
conocer que genes podrian regular esta proteina. Pueden utilizar- 
se diferentes estrategias como un microordenamiento de cDNA 
como el que se muestra en la figura 12-34 para contestar esta pre- 
gunta. (Nota: el microordenamiento de la figura 12-34 contiene 
DNA de regiones que codifican proteinas, a diferencia del de la 
figura 12-42). 

18. Aunque se han clonado diferentes especies de mamifero, la efi- 
ciencia de este proceso es muy baja. A menudo decenas o cientos 
de oocitos deben implantarse con nucleos donantes para obtener 
productos vivos sanos. Muchos investigadores creen que los pro- 
blemas con la donation residen en las modifications epigeneticas, 
como la metilacion del DNA, que ocurren en diferentes celulas 
durante la vida de un organismo. ,:De que manera tales modifica¬ 
tions pueden afectar los sucesos de un experimento como el de la 
figura 12-31? 

19. En un estudio reciente publicado en una revista medica britanica 
se encontro una correlation en la longitud de telomeros de padres 
e hijas y de madres e hijos de ambos sexos, pero no de padres e 
hijos. <;C6mo puede explicar este descubrimiento? 
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Replicacion y reparacion del DNA 


13.1 Replicacion del DNA 

13.2 Reparacion del DNA 

13.3 Entre la replicacion 
y la reparacion 

perspectiva humana: Consecuencias 
de las deficiencias del sistema 
de reparacion del DNA 


L a reproduction es una propiedad fundamental de todos los sistemas vivos. Es un 
proceso que puede observarse en diferentes niveles: los organismos se duplican 
por medio de la reproduction sexual o asexual, las celulas por division celular y el 
material genetico por replicacion del DNA (acido desoxirribonucleico). La maquinaria 
que replica el DNA tambien tiene otra capacidad: la reparacion del material genetico 
danado. Estos dos procesos (duplication y reparacion del DNA) son los temas de este 
capitulo. 

Se presume que la capacidad de autorreplicacion fue una de las primeras propiedades 
importantes que aparecieron durante la evolution de las formas de vida primitiva mas 
tempranas. Sin la capacidad de propagarse, cualquier molecula biologica primitiva estaba 
destinada a desaparecer. Los portadores tempranos de la information genetica fueron tal 
vez las moleculas de RNA (acido ribonucleico), capaces de autorreplicarse. A medida que 
la evolution progreso y las moleculas de RNA se remplazaron por moleculas de DNA 
como material genetico, el proceso de la replicacion adquirio complejidad y requirio un 
gran numero de componentes auxiliares. En consecuencia, a pesar de que una molecula 
de DNA contiene la information para su propia duplication, carece de la capacidad para 
realizar esta actividad por si misma. Como Richard Lewontin expreso, “la imagen comun 
del DNA como molecula autorreplicante se describe de mejor forma como una carta 
que se autoduplica. La carta necesita una fotocopiadora; el DNA necesita una celula”. A 
continuation se describe la forma en que las celulas llevan a cabo esta actividad. • 


Modelo tridimensional de una helicasa de DNA codificada por el bacteriofago T7. La protelna consta de un 
anillo de seis subunidades. Cada subunidad contiene dos dominios. En este modelo, el agujero central rodea solo 
una de las dos cadenas deDNA. Impulsada por la hidrolisis de ATP, la protelna se mueve en sentido 5' ^>3' a 
lo largo de la cadena a la cualesta unida, con lo que desplaza la cadena complementaria y desenrolla el duplex. 
La actividad de helicasa de DNA es necesaria para la duplication del DNA. (Cortesi'a de Edward H. 
Egelman, University of Virginia.) 
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15.1 REPLICACION DEL DNA _ 

La estructura que propusieron Watson y Crick en 1953 
para el DNA incluia un mecanismo que sugeria su “autodupli- 
cacion”. Las dos cadenas de la doble helice se mantienen juntas 
por medio de puentes de hidrogeno entre las bases. De mane- 
ra individual, estos puentes de hidrogeno son debiles y pue- 
den romperse con facilidad. Watson y Crick supusieron que la 
replication ocurria por separation gradual de las cadenas de 
la doble helice (fig. 13-1), algo muy semejante a la separation 
de las dos mitades de una cremallera. Debido a que las dos cade¬ 
nas son complementarias la una de la otra, cada cadena contiene 
la information requerida para la construction de la otra. Una vez 
que las cadenas se separan, cada una puede actuar como molde 
para dirigir la sintesis de la cadena complementaria y restaurar 
el estado de doble cadena. 


Replication semiconservadora 

La propuesta de Watson y Crick habia establecido ciertas pre- 
dicciones acerca de la conduction del DNA durante la repli¬ 
cation. De acuerdo con esta propuesta, cada uno de los duplex 
hijos debia consistir en una cadena completa heredada del 
duplex parental y una cadena completa sintetizada de nueva 
cuenta. La replication de este tipo (fig. 13-2, esquema 1) se dice 
que es semiconservadora puesto que cada duplex descendien- 
te contiene una cadena de la estructura parental. En ausencia 
de information del mecanismo encargado de la replication, se 

Viejo Viejo 



FIGURA 13-1 Propuesta original de Watson y Crick para la duplicacion de 
una molecula de doble helice de DNA. Durante la duplicacion, la doble 
helice se desenrolla, y cada una de las cadenas paternas sirve como plantilla 
para la sintesis de una nueva cadena complementaria. Como se expone en 
este capitulo, estos dogmas basicos se han cumplido. 
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FIGURA 13-2 Tres esquemas alternatives de la replicacion. La replicacion 
semiconservadora se muestra en el esquema 1, la replicacion conservadora 
en el 2 y una replicacion dispersadora en el 3. En el texto se describen los 
tres modos alternos de replicacion. 
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consideraron otras dos propuestas relacionadas con este proce- 
so. En la replication conservadora (fig. 13-2, esquema 2), las dos 
cadenas originales debian permanecer juntas (despues de servir 
como moldes), asi como tambien las dos cadenas sintetizadas de 
nuevo. Como resultado, una de las cadenas duplex hijas debia 
contener solo el DNA parental, mientras que las otras duplex 
hijas, solo el DNA resintetizado. En la replication dispersadora 
(fig. 13-2, esquema 3), las cadenas parentales deben cortarse en 
fragmentos y las nuevas cadenas sintetizarse en segmentos cor- 
tos. Por consiguiente, los fragmentos previos y los nuevos deben 
unirse para formar cadenas completas. Como resultado, los 
duplex hijos contendrian cadenas constituidas por DNA nuevo 
y antiguo. A primera vista, la replication dispersadora luce como 
una solution improbable, pero a Max Delbriick le parecio la uni- 
ca forma de evadir la al parecer imposible tarea de desenrollar 
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las dos cadenas de DNA duplex para su replication (como se 
analiza en la pagina 547). 

Para decidir entre estas tres posibilidades fue necesario 
distinguir las cadenas de DNA sintetizadas de nueva cuenta 
a partir de las cadenas de DNA original que sirvieron como 
moldes. Esto lo llevaron a cabo en 1957 Matthew Meselson y 
Franklin Stahl del California Institute of Technology en estudios 
que utilizaron bacterias e isotopos de nitrogeno pesado ( 1S N) y 
ligero ( 14 N) para distinguir entre las cadenas de DNA parenta¬ 
les y las re sintetizadas (fig. 13-3). Estos investigadores cultiva- 
ron bacterias en un medio que contenia cloruro de amonio- 15 N 
como unica fuente de nitrogeno y, por consiguiente, las bases 
nitrogenadas del DNA de estas celulas solo contenian el isotopo 
pesado de nitrogeno. Los cultivos de bacterias “pesadas” se lava- 
ron para liberarlas del medio antiguo y se incubaron en medio 
fresco con compuestos ligeros que contenian 14 N y que luego se 
removieron a intervalos crecientes durante un periodo de varias 
generaciones. Se extrajo el DNA de las muestras de bacterias y 
se sometio a centrifugation de equilibrio de gradiente de densi- 
dad (section 18.35). En este procedimiento, el DNA se mezcla 

Generaciones 



FIGURA 13-3 Demostracion experimental de que la replicacion del DNA 
en bacterias es semiconservadora. El DNA se extrajo de la bacteria en 
diferentes fases del experimento, se mezclo con una solution concentrada 
de cloruro de cesio (CsCl) y se centrifugo hasta el equilibrio a alta velocidad 
en una ultracentrifuga. Los iones de cesio tienen suficiente masa atomica 
para afectarse por la fuerza de centrifugacion y forman un gradiente de 
densidad durante el periodo de centrifugacion con la concentration mas 
baja (mas baja densidad) de cesio en la parte superior del tubo y la concen¬ 
tracion mas alta (mas alta densidad) en la parte inferior del tubo. Durante 
la centrifugacion, los fragmentos de DNA en el tubo se localizan en una 
position que tiene una densidad igual a la suya propia, que a su vez depende 
de la relation de 15 N/ 14 N presente en sus nucleotidos. Cuanto mas grande 


sea el contenido del 14 N, mayores son los fragmentos de DNA en equili¬ 
brio en el tubo. a) Resultados esperados en este tipo de experimento para 
cada uno de los tres posibles esquemas de replicacion. El tubo unico de la 
izquierda indica la position del DNA parental y las posiciones en las cuales 
los fragmentos de DNA ligeros o hibridos deberian generar las bandas. b) 
Resultados experimentales obtenidos por Meselson y Stahl. La apariencia 
de una banda de hibrido y la desaparicion de la banda pesada despues de 
una generation eliminan la replicacion conservadora. La aparicion posterior 
de las dos bandas, una ligera y una hibrida, elimina el esquema dispersador. 
( B , tomada de M. Meselson y F. Stahl, Proc Natl Acad Sci USA 
44:671,1958.) 
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con una solution concentrada de cloruro de cesio y se centrifu- 
ga hasta que las moleculas de doble cadena de DNA entran en 
equilibrio de acuerdo con su densidad. 

En el experimento de Meselson-Stahl, la densidad de una 
molecula de DNA es directamente proporcional al porcentaje 
de atomos que contiene de 1S N o 14 N. Si la replication es semi- 
conservadora, cabria esperar que la densidad de las moleculas 
del DNA disminuyera durante el cultivo en el medio que 
contiene nitrogeno 14 ( 14 N), como se muestra en los tubos de 
centrifugation de la parte superior de la figura 13-3 a. Despues 
de una generation, todas las moleculas de DNA deben ser hibri- 
das, 15 N- 14 N, y su densidad de flotation debe ser la mitad entre 
las esperadas para las cadenas pesadas y las ligeras de DNA (fig. 
13-3 a). Conforme la replication continua mas alia de la prime- 
ra generation, las cadenas sintetizadas de nueva cuenta deben 
contener aun solo los isotopos ligeros y aparecer dos tipos de 
duplex en los gradientes: los que contienen hibridos 1S N- 14 N y 
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los que poseen solo 14 N. A medida que prosigue el crecimiento 
en el medio de cultivo ligero, un porcentaje cada vez mayor de 
las moleculas de DNA presentes debe corresponder a las lige¬ 
ras. Sin embargo, si la replication es todavia semiconservadora, 
las cadenas pesadas progenitoras originales deben permanecer 
intactas y presentes en las moleculas de DNA hibridas que 
representan cada vez un porcentaje mas y mas pequeno del DNA 
total (fig. 13-3 a). Los resultados de los experimentos del gra- 
diente de densidad obtenidos por Meselson y Stahl se mues- 
tran en la figura 13-3 b y demuestran de modo inequivoco que la 
replication tiene lugar de manera semiconservadora. Los resul¬ 
tados que debieron obtenerse si la replication ocurriera por los 
mecanismos conservadores o dispersadores se indican en los dos 
grupos de tubos de centrifugation de la figura 13-3 a. 1 

Hacia 1960 ya se habia demostrado que la duplication 
ocurre de manera semiconservadora tambien en eucariotas. Los 
experimentos originales fueron realizados por J. Herbert Taylor 
de la Columbia University. Pronto se demostro que la replication 
semiconservadora tambien sucede en celulas eucariotas. El dibu- 
jo y la fotografia de la figura 13-4 muestran los resultados de un 


1 El lector interesado en explorar las circunstancias que llevaron a este anuncia- 
do esfiierzo de investigacion y examinar los giros y desvios experimentales que se 
presentaron puede consultar el libro de Frederick Lawrence Holmes, Meselson, 
Stahl, and the Replication of DNA, 2001. En PNAS 101:17889,2004, disponible en 
Internet, puede consultarse una exposition del experimento. 
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FIGURA 13-4 Demostracion experimental de que la replicacion del DNA 
en celulas eucariotas es semiconservadora. a) Diagrama esquematico 
de los resultados de un experimento en el cual las celulas se transfirieron de 
un medio que contenfa timidina, a uno con bromodesoxiuridina (BrdU) y 
se permitio completar los dos ciclos sucesivos de replicacion. Las cadenas 
de DNA que contienen BrdU se muestran en rojo. b ) Resultados de un 
experimento similar al de a. En este experimento, las celulas de mamifero 
cultivadas crecieron en BrdU por dos ciclos de replicacion antes que los 
cromosomas mitoticos se prepararan y tineran con colorantes fluorescentes 


y tincion de Giemsa. Mediante este procedimiento, las cromatides que con¬ 
tienen timidina dentro de una o ambas cadenas se tinen de oscuro y las que 
poseen solo BrdU presentan una coloration ligera. La fotografia indica que, 
tras dos ciclos de replicacion en BrdU, una cromatide de cada cromosoma 
duplicado contiene solo BrdU, mientras que el otro muestra una cadena de 
DNA marcado con timidina. (Algunos de los cromosomas experimentan 
intercambio de porciones homologas entre las cromatides hermanas. Este 
proceso de intercambio de cromatides hermanas es comun durante la mito¬ 
sis, pero no se discute en el texto.) (B , cortesia de Sheldon Wolff.) 
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experimento mas reciente en el cual se permitio que las celulas 
de mamlfero cultivadas realizaran replicacion en presencia de 
bromodesoxiuridina (BrdU), un compuesto que se incorpora en 
el DNA en lugar de la timidina. Despues de la replicacion, un 
cromosoma se conforma de dos cromatides. Luego de un ciclo 
de replicacion en BrdU, las dos cromatides de cada cromosoma 
contienen BrdU (fig. 13-4a). Tras dos ciclos de replicacion en 
BrdU, una de las cromatides de cada cromosoma presento dos 
cadenas con BrdU, si bien la otra cromatide era un hibrido que 
consistia en una cadena que contenia BrdU y una cadena con 
timidina (fig. 13-4«, b). Esta ultima cadena habia sido parte de 
la molecula de DNA parental original antes de la adicion de la 
BrdU al cultivo. 

Replicacion en celulas bacterianas 

En esta seccion del capitulo se describen las celulas bacterianas, 
toda vez que la replicacion procariota es mas facil de entender 
que el proceso correspondiente de los eucariotas. Los primeros 
avances de la investigation en bacterias fueron impulsados por 
tecnicas geneticas y bioquimicas como las siguientes: 

• Disponibilidad de mutantes que no pueden sintetizar una 
u otra proteina requerida para el proceso de replication. El 
aislamiento de mutantes incapaces de replicar su cromosoma 
puede parecer paradojico: ^como pueden las celulas con un 
defecto en este proceso vital cultivarse? La paradoja se ha 
resuelto al obtener mutantes sensibles a la temperatura (ts), 
en los que la deficiencia solo es evidente a una temperatura 
elevada, denominada temperatura permisiva (o restrictive!). 
Cuando estas bacterias crecen a baja temperatura ( permisi¬ 
va ), la proteina mutante puede funcionar de manera adecua- 
da para realizar su actividad requerida y las celulas pueden 
continuar su crecimiento y division. Se han aislado mutantes 
sensibles a la temperatura que afectan virtualmente todos los 
tipos de actividad fisiologica (vease pag. 279) y estas mutan¬ 
tes han sido de particular importancia en el estudio de la 
sintesis de DNA, tal y como opera durante la replication, 
la reparation del DNA y la recombination genetica. 

• Desarrollo de sistemas in vitro en los cuales la replication se 
puede estudiar mediante componentes celulares purificados. 
En algunos estudios, las moleculas de DNA al replicarse se 
incuban con extractos celulares de los cuales se eliminan las 
proteinas especificas con sospecha de ser esenciales para la 
funcion. En otros estudios, el DNA se incuba con una gran 
variedad de proteinas purificadas cuya actividad esta bajo 
prueba. 

En conjunto, estas tecnicas han revelado la actividad de 
al menos 30 proteinas diferentes requeridas para la replication 
del cromosoma de E. co/i. En las siguientes paginas se discu- 
ten las actividades de varias de estas proteinas cuyas funciones 
se han definido con claridad. La replication en procariotas y 
eucariotas tiene lugar por mecanismos muy similares y de esta 
forma la mayor parte de la information que se presenta en la 
discusion de la replication bacteriana se aplica tambien a las 
celulas eucariotas. 

Horquillas de replication y replicacion bidireccional La 

replication comienza en un sitio especifico en el cromosoma 


bacteriano conocido como el origen. El origen de replication 
en el cromosoma de E. coli es una secuencia especifica llamada 
oriC en la que diferentes proteinas se unen para iniciar el pro¬ 
ceso de replication. 2 Tras comenzar, la replication se aleja del 
origen en ambas direcciones, es decir, en forma bidireccional (fig. 
13-5). Los puntos en la figura 13-5 donde el par de segmentos 
replicados se une con los segmentos no replicados se denominan 
horquillas de replication. Cada horquilla de replication corres- 
ponde al sitio donde: a) la doble helice parental se separa y b) 
los nucleotidos se incorporan en las cadenas complementarias 
resintetizadas. Las dos horquillas de replication se mueven en 


2 El tema del inicio de la replicacion se analiza con detalle en la pagina 557 del modo 
como ocurre en eucariotas. 



FIGURA 13-5 Modelo de un cromosoma circular que sufre replicacion 
semiconservadora bidireccional. Dos horquillas de replicacion se mue¬ 
ven en direcciones opuestas desde un solo origen. Cuando las horquillas 
de replicacion se hallan en el punto opuesto del circulo, se termina la repli¬ 
cacion y los dos duplex replicados se despegan el uno del otro. Las nuevas 
cadenas de DNA se muestran en rojo. 
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direcciones opuestas hasta que llegan a un punto a traves del 
tirculo desde el origen, donde la replication concluye. Las dos 
cadenas duplex, replicadas de nueva cuenta se separan una de la 
otra y al final se segregan a las celulas hijas. 

Desenrollamiento del duplex y separation de las cade¬ 
nas La separation de las cadenas de un DNA duplex circular 
tiene diferentes problemas topologicos. Para visualizar las difi- 
cultades hay que observar primero la analogia entre un DNA 
duplex y un fragmento de cuerda de doble helice. Considerese 
lo que sucederia si se colocara un fragmento de cuerda en una 
pared, sujetada por un gancho en un extremo, y se separaran las 
dos hebras que conforman la cuerda, algo semejante a lo que 
sucede al separar las dos cadenas de DNA durante la replication. 
Es obvio que la separation de las cadenas de la doble helice sufre 
un proceso de desenrollamiento de la estructura. En el caso 
de la cuerda, que puede rotar con libertad alrededor de su eje, 
la separation de las cadenas a partir de un extremo se acompa- 
na de un movimiento de rotation de toda la fibra como medio 
de oponerse al desarrollo de la tension dentro de la estructura. 
^Que pasaria si se separan las cadenas cuando el extremo de 
la tira esta fijado a un gancho en la pared (fig. 13-6«)? Bajo 
estas circunstancias, la separation de las dos cadenas a partir del 
extremo fibre genera una fuerza de torsion creciente en la cuer- 



FIGURA 13-6 El problema del desenrollamiento. d) Efecto de desenrollar 
dos haces de una cuerda en la que uno de sus extremos esta unido a un 
gancho. La porcion no separada es la que se enrolla de manera mas estre- 
cha. b ) Cuando una molecula de DNA circular o unida se replica, el DNA 
se sobrenrolla antes de la replicacion y acumula enrollamientos positivos. 
Las celulas poseen topoisomerasas, como la girasa de DNA de E. coli que 
remueve los superenrollamientos positivos. (B , reimpresa con autoriza- 
cion de J. C. Wang, Nature Reviews Mol Cell Biol 3:434, 2002; © 
2002 Macmillan Magazines Limited.) 


da y provoca que la porcion no separada se enrolle cada vez de 
modo mas apretado. La separation de las dos cadenas de una 
molecula de DNA circular (o una molecula lineal que no pueda 
girar con libertad, como ocurre con un gran cromosoma eucario- 
ta) es analoga a tener un extremo de la molecula lineal fijado a la 
pared; en todos estos casos,la tension que se desarrolla dentro de 
la molecula no puede liberarse por rotation de toda la molecula. 
A diferencia de la cuerda, que puede quedar apretadamente so- 
brenrollada (como en la figura 13-6 a), una molecula de DNA 
sobrenrollada adquiere un superenrollamiento positivo (pag. 
400). Por tanto, el movimiento de la horquilla de replication 
genera un superenrollamiento positivo en la porcion no replica- 
da del DNA por delante de la horquilla (fig. 13-6 b). Cuando se 
considera que un cromosoma circular completo de E. coli contie- 
ne alrededor de 400 000 vueltas y lo duplican dos horquillas de 
replication en 40 min, la magnitud del problema es evidente. 

En la pagina 400 se menciono que las celulas contienen 
enzimas, llamadas topoisomerasas, capaces de cambiar el estado 
de superenrollamiento de la molecula de DNA. Una enzima de 
este tipo, denominada girasa de DNA, una topoisomerasa tipo 
II, libera la tension mecanica que se crea durante la replication 
en E. coli. Las moleculas de la girasa de DNA se desplazan a 
lo largo del DNA por delante de la horquilla de replication y 
eliminan los superenrollamientos positivos. La girasa de DNA 
realiza esta tarea al cortar las dos cadenas del DNA duplex; un 
segmento del DNA pasa a traves de la rotura de la doble cadena 
hacia el otro lado y entonces se ligan los cortes de nueva cuenta, 
un proceso que se lleva a cabo por liberation de energia durante 
la hidrolisis de ATP ([trifosfato de adenosina] y se muestra con 
detalle en la figura 10-144). Las celulas eucariotas poseen enzi¬ 
mas similares que realizan esta funcion. 

Las propiedades de las polimerasas de DNA Se analizan 
primero el mecanismo de la replication del DNA y algunas pro¬ 
piedades de las polimerasas de DNA, las enzimas que sinteti- 
zan nuevas cadenas de DNA. Arthur Kornberg de la Washington 
University comenzo en la decada de 1950 los estudios de estas 
enzimas. En sus experimentos iniciales, Kornberg y sus colabo- 
radores purificaron una enzima de extractos bacterianos a la que 
incorporaron precursores de DNA marcados con radiactividad 
en un polimero acido insoluble de DNA. La enzima se denomi- 
no polimerasa de DNA (y mas tarde, despues del descubrimiento 
de las enzimas que polimerizan DNA, polimerasa I de DNA). 
Para que tuviera lugar la reaction, la enzima requeria la presen- 
cia de DNA y los cuatro trifosfatos de desoxirribonucleosido 
(dTTP, dATP, dCTP y dGTP). El DNA recien sintetizado y 
marcado con radiactividad tenia la misma composition de bases 
que el DNA original no marcado, lo cual sugeria que las cadenas 
de DNA original habian servido como moldes para la reac¬ 
tion de polimerizacion. 

A medida que se descubrieron propiedades adicionales de 
las polimerasas de DNA se volvio evidente que la replication 
era mas compleja de lo que se pensaba. Cuando se probaron dis- 
tintos tipos de DNA molde, se encontro que este DNA molde 
tenia que poseer ciertas caracteristicas estructurales para pro¬ 
mover la incorporation de precursores marcados (fig. 13-7). Por 
ejemplo, en una doble cadena intacta de DNA no se estimulaba 
la incorporation. No sorprendio considerar que la doble helice 
debe separarse para que suceda la replication. Era menos obvio 
por que una cadena sencilla de una molecula circular tambien 
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FIGURA 13-7 Moldes y estructuras que no sirven como tales para la activi- 
dad de las polimerasas de DNA. a ) Ejemplos de estructuras de DNA que 
no estimulan la sintesis de DNA in vitro y la polimerasa de DNA aislada 
de E. coli. b ) Ejemplos de estructuras de DNA que estimulan la sintesis de 
DNA in vitro. En todos los casos, las moleculas en b contienen una cadena 
molde para copiar y una cadena iniciadora con un 3' OH al cual se agregan 
los nucleotidos. 


era incapaz de estimular la actividad de polimerizacion; se espe- 
raria que esta estructura fuera el molde ideal para dirigir la sinte¬ 
sis de una cadena complementaria. En cambio, cuando se probo 
con una molecula de DNA de doble cadena parcial, la mezcla de 
reaction genero una incorporation inmediata de nucleotidos. 

Pronto se descubrio que una cadena sencilla de DNA cir¬ 
cular no servia como molde para la polimerasa de DNA debido 
a que la enzima no puede iniciar la formation de una cadena de 
DNA. Mas bien, esta solo puede agregar nucleotidos en el extre- 
mo hidroxilo 3' terminal de una cadena preexistente. La cadena 
que provee el OH 3' terminal se denomina iniciador. Todas las 
polimerasas de DNA (de procariotas y eucariotas) tienen estos 
dos requerimientos basicos (fig. 13-8 a): una cadena de DNA 
molde para copiar y una cadena iniciadora en la cual los nucleo¬ 
tidos pueden agregarse. Estos requerimientos explican por que 
ciertas estructuras de DNA no pudieron promover la sintesis 
de DNA (fig. 13-7a). Una doble helice lineal intacta provee el 
extremo hidroxilo 3' terminal pero no tiene el molde. Por otra 
parte, una cadena sencilla circular provee un DNA molde pero 
carece del iniciador. La molecula de doble cadena partial (fig. 
13-7b) satisface ambos requerimientos y promueve la incorpo¬ 
ration de nucleotidos. El hallazgo de que la polimerasa de DNA 
no puede iniciar la sintesis de una cadena de DNA generaba una 
pregunta crucial: ^de que manera la sintesis de una nueva cadena 
se inicia en la celula? Se retoma esta pregunta mas adelante. 

La polimerasa de DNA que purified Kornberg fue dificil 
de entender en terminos de su presumible papel como enzima 


replicante: esta solo sintetizaba DNA en la direction 5' a 3' 
(escrito como 5' -» 3'). El diagrama que presentaron Watson 
y Crick (vease fig. 13-1) mostraba sucesos como ellos esperaban 
que ocurrieran en la horquilla de replication. El diagrama suge- 
ria que una de las cadenas nuevamente sintetizadas se polimeri- 
zaba en la direction 5' —»3', mientras que la otra cadena lo hacia 
en la direction 3' —» 5'. ^Acaso habia otras enzimas encargadas 
de la construction de la cadena en la direction 3' —» 5'?, <;la 
enzima trabajaba en condiciones diferentes en la celula que bajo 
condiciones in vitro? Mas adelante se analiza esta pregunta. 

Durante el decenio de 1960 hubo indicios de que la “enzi¬ 
ma de Kornberg” no era la unica polimerasa de DNA en una 
celula bacteriana. Entonces, en 1969, se aislo una cepa mutante 
de E. coli y se observo que tenia menos de 1% de la actividad 
normal de la enzima, pero era capaz de multiplicarse a una 
tasa normal. Estudios posteriores revelaron que la enzima de 
Kornberg, o polimerasa de DNA I, era solo una de las distin- 
tas polimerasas de DNA presentes en las celulas bacterianas; la 
principal enzima responsable de la replication del DNA es 
la DNA polimerasa III. Una celula bacteriana tipica contiene 
300 a 400 moleculas de polimerasa de DNA I, pero solo unas 
10 copias de la polimerasa de DNA III. Las cantidades mucho 
mayores de la polimerasa de DNA I en la celula han minimiza- 
do la presencia de la polimerasa de DNA III. Sin embargo, el 
descubrimiento de las otras polimerasas de DNA no resolvia las 
dos preguntas basicas mencionadas; ninguna de estas enzimas 
puede iniciar las cadenas de DNA ni construir cadenas en la 
direction 3' —> 5'. 

Replication semidiscontinua La ausencia de actividad de 
polimerizacion en la direction 3' —> 5' tiene una explication 
mas directa: no se pueden sintetizar cadenas de DNA en dicha 
direction. Ambas cadenas recien sintetizadas se ensamblan en 
la direction 5' —> 3'. Durante la reaction de polimerizacion, el 
grupo —OH en el extremo 3' del iniciador lleva a cabo un ata- 
que nucleofflico en el fosfato alfa 5' del trifosfato de nucleosido 
que entra, como se muestra en la figura 13-87. Las moleculas de 
la polimerasa encargadas de la construction de las dos cadenas 
de DNA se mueven en una direction 3' a S’ a lo largo del molde y 
ambas construyen una cadena que crece desde su extremo 5' fos¬ 
fato terminal (fig. 13-8r). Por consecuencia, una de las cadenas 
resintetizadas crece en direction del asa de replication donde las 
cadenas de DNA parental se separan, mientras la otra cadena 
crece y se aleja de la horquilla. 

Aunque esto resuelve el problema en relation con una 
enzima que solo puede sintetizar una cadena en una direction, 
genera un dilema aun mas dificil. Es evidente que la cadena que 
crece hacia la horquilla en la figura 13-8c se puede construir 
mediante adicion continua de nucleotidos a su extremo 3'. ,;Pero 
como se sintetiza la otra cadena? Pronto se obtuvo evidencia de 
que la cadena que crece y se aleja de la horquilla de replication 
se sintetizaba de manera disco?itinua, esto es, en fragmentos (fig. 
13-9). Antes de que la sintesis de un fragmento pueda iniciarse, 
se debe exponer un tramo adecuado del DNA molde para el 
desplazamiento de la horquilla de replication. Una vez iniciada 
esta, cada fragmento crece y se aleja de la horquilla de replica¬ 
tion hacia el extremo 5' de un fragmento previamente formado 
al cual se une con posterioridad. Por lo tanto, las dos cadenas 
hijas se sintetizan por procesos muy diferentes. La cadena que se 
sintetiza de modo continuo se conoce como cadena adelantada 
























































13.1 REPLICACION DEL DNA 549 



FIGURA 13.8 Incorporation de nucleotidos en el extremo 3' 
de una cadena en formation por medio de una polimerasa de 
DNA. a ) Polimerizacion de un nucleotido en el extremo 3' terminal de una 
cadena iniciadora. La enzima selecciona nucleotidos para la incorporation 
basada en su capacidad para formar pares en los nucleotidos de la cadena 
molde. b ) Modelo simplificado del mecanismo de dos iones metalicos para 
la reaction en la cual los nucleotidos se incorporan a una cadena de DNA 
que crece por medio de una polimerasa de DNA. En este modelo, uno de los 


iones de magnesio empuja al proton hacia afuera del grupo hidroxilo 3' del 
nucleotido terminal del iniciador, lo cual facilita el ataque nucleofflico 
del atomo de oxigeno 3' de carga negativa en el fosfato alfa del trifosfato de 
nucleosido entrante. El segundo ion de magnesio promueve la liberation del 
pirofosfato. Los dos iones metalicos se unen a la enzima mediante residuos 
de acido aspartico muy conservados en el sitio activo. c ) Diagrama esque- 
matico que muestra la direction del movimiento de la polimerasa a lo largo 
de las dos cadenas molde. 



FIGURA 13.9 Una secuencia diferente de sucesos sintetiza a las 
dos cadenas de una doble helice. Las moleculas de la polimerasa 
de DNA se mueven a lo largo de un molde solo en direction 3' —> 5'. Como 
resultado, las dos cadenas recien ensambladas crecen en direcciones opues- 
tas, una hacia la horquilla de replication y la otra en el sentido contrario. Una 
cadena se ensambla en forma continua y la otra como fragmentos unidos de 
manera enzimatica. a) Diagrama esquematico que muestra las diferencias 
en las sintesis de las dos cadenas. b) Micrografia electronica de una molecula 


de DNA de bacteriofago en replication. Los dos extremos de la izquierda 
son los duplex en replication y el extremo de la derecha es el duplex no 
replicado. La cadena retrasada del DNA replicado de novo contiene una 
portion de cadena sencilla expuesta (o mas delgada) que discurre desde la 
horquilla de replication que muestra la flecha. ( B , tomada de J. Wolfson y 
David Dressler, reproducida con autorizacion de Annual Review 
of Microbiology, vol. 29; © 1975, por Annual Reviews, Inc.) 
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debido a que lo hace conforme avanza la horquilla de replica- 
cion. La cadena que se sintetiza de forma discontinua se llama 
cadena retrasada dado que el inicio de cada fragmento debe 
esperar a que las cadenas progenitoras se separen y expongan 
un fragmento (fig. 13-9). Como se discute en la pagina 552, 
ambas cadenas se sintetizan con probabilidad de manera simul- 
tanea, asi que los terminos adelantada y retrasada no pueden ser 
apropiados como se pensaba al principio. En virtud de que una 
cadena se sintetiza de modo continuo y la otra de manera dis¬ 
continua, la replication es semidiscontinua. 

El descubrimiento de que una cadena se sintetiza prime- 
ro como un pequeno fragmento lo realizo Reiji Okazaki de la 
Universidadde Nagoya en Japon, despues de varios experimentos 
de marcaje. Okazaki encontro que en bacterias incubadas con 
timidina [ 3 H] por pocos segundos e inmediatamente cosecha- 
das, la mayor parte de la reactividad podria encontrarse como 
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FIGURA 13-10 Resultados de un experimento que muestran que parte del 
DNA se sintetiza en fragmentos pequenos. Perfiles del gradiente de den- 
sidad de sacarosa del DNA de un cultivo de celulas de E. coll infectadas 
con fago. Las celulas se marcaron en diferentes tiempos y se determino la 
velocidad de sedimentacion del DNA marcado. Cuando el DNA se preparo 
despues de pulsos muy cortos, un porcentaje significativo de radiactividad 
aparecio en fragmentos muy cortos de DNA (representado por el pico cer- 
cano a la parte superior del tubo a la izquierda). Despues de periodos de 60 
a 120 s, la altura relativa de este pico descendio a medida que los fragmentos 
marcados de DNA se unieron a los extremos de las moleculas de elevado 
peso molecular. (Tomada de R. Okazaki et al., Cold Spring Harbor 
Symp Quant Biol 33:130,1968.) 


parte de fragmentos pequenos de DNA de unos 1000 a 2 000 
nucleotidos de longitud. En cambio, si las celulas se incubaban 
con el DNA marcado precursor por un minuto o dos, casi toda 
la radiactividad incorporada formo parte de moleculas de DNA 
mucho mas grandes (fig. 13-10). Estos resultados indicaron que 
una portion del DNA se construyo en pequenos segmentos 
(mas tarde conocidos como fragmentos de Okazaki) que se liga- 
ron con rapidez a piezas mucho mas grandes sintetizadas con 
anterioridad. La enzima que une los fragmentos de Okazaki en 
una cadena continua se conoce como ligasa de DNA. 

El descubrimiento de que la cadena retrasada se sintetiza 
en piezas suscito una nueva pregunta acerca del initio de la sin- 
tesis del DNA. ^De que manera la sintesis de cada uno de estos 
fragmentos comienza cuando ninguna de las polimerasas de 
DNA es capaz de iniciar la cadena? Estudios posteriores reve- 
laron que el initio no lo lleva a cabo una polimerasa de DNA 
sino mas bien un tipo distinto de polimerasa de RNA, la deno- 
minada primasa, que sintetiza una secuencia corta de RNA, no 
de DNA. La secuencia adelantada, cuya sintesis comienza en 
el origen de la replication, tambien la inicia una molecula de 
primasa. El fragmento corto de RNA lo sintetiza una prima¬ 
sa en el extremo 5' de la cadena adelantada y el extremo 5' de 
cada fragmento de Okazaki que sirve como el iniciador que se 
requiere para la sintesis de DNA por medio de una polimerasa 
de DNA. Los iniciadores de RNA se eliminan despues y los 
espacios resultantes en la cadena se llenan y entonces se ligan 
por medio de una ligasa de DNA. Estos sucesos se ilustran de 
manera esquematica en la figura 13-11. La formation de inicia- 
dores transitorios de RNA durante el proceso de replication del 
DNA es una actividad compleja. Quiza sea mayor la probabili¬ 
dad de cometer errores durante el initio que durante el alarga- 
miento; por lo tanto, el empleo de un segmento de RNA corto 
que puede degradarse elimina la inclusion de bases erroneas. 

La maquinaria que opera en la horquilla de replication 
La replication supone mas que la incorporation de nucleotidos. 
El desenrollamiento del duplex y la separation de las cadenas 
requiere la ayuda de dos tipos de proteinas que se unen al DNA, 
una helicasa (o enzima que desenrolla al DNA) y proteinas 
que se unen al DNA de cadena sencilla (SSB). Las helicasas 
de DNA desenrollan al duplex del DNA en una reaction que 
utiliza energia liberada a partir de la hidrolisis del ATP para 
separar los puentes de hidrogeno que mantienen juntas a las 
dos cadenas, lo cual expone a los moldes de DNA de cadena 
sencilla. E. coli tiene por lo menos 12 distintas helicasas, que 
usa en diferentes aspectos del metabolismo del DNA (y RNA). 
Una de estas helicasas (el producto del gen dnaS) sirve como la 
maquina principal de desenrollamiento durante la replication. 
La helicasa DnaB consiste en seis subunidades estructuradas 
que forman una proteina semejante a un anillo que encierra a 
una sola cadena de DNA (fig. 13-12«). La helicasa DnaB se 
coloca primero sobre el DNA en el origen de replication (con la 
ayuda de la proteina DnaC) que se desplaza en una direction 5' 
—> 3' a lo largo del molde de la cadena retrasada, lo que desenro¬ 
lla la helice durante este proceso (fig. 13-12). En la pagina 542 
se muestra un modelo de una helicasa similar de bacteriofago 
que incluye la separation de las cadenas durante la replication. 
El desenrollamiento del DNA por la helicasa se mantiene por 
la union de las proteinas SSB a las cadenas separadas de DNA 
(fig. 13-12). Estas proteinas que unen de manera selectiva a las 
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FIGURA 13-11 Uso de fragmentos cortos de RNA como iniciadorcs remo- 
vibles para iniciar la sintesis de cada fragmento de Okazaki de la cadena 
retrasada. Los pasos principals se indican en la figura y se describen en el 
texto. En las figuras siguientes se senala la fimcion de las diferentes protei- 
nas accesorias que intervienen en estas actividades. 


cadenas sencillas de DNA conservan en forma extendida a estas 
y previenen que se vuelvan a enroUar o se danen. Un esquema 
de la action combinada de las helicasas de DNA y las protemas 


SSB sobre la estructura del DNA de doble helice se ilustra en la 
micrografia electronica de la figura 13-12A 

Hay que recordar que una enzima llamada primasa inicia 
la smtesis de cada fragmento de Okazaki. En las bacterias, la 
primasa y la helicasa se relacionan de manera transitoria para 
formar lo que se llama un “primosoma”. De los dos miembros 
del primosoma, la helicasa se mueve a lo largo del molde de 
la cadena retrasada de manera procesiva (esto es, sin separarse 
de la plantilla de la cadena durante el tiempo que dura la hor- 
quilla de la replication). Conforme la helicasa “viaja” a lo largo 
del molde de la cadena retrasada y abre las cadenas del duplex, la 
primasa se une de manera periodica a la helicasa y sintetiza los 
iniciadores cortos de RNA que comienzan la formation de cada 
fragmento de Okazaki. Como se dijo antes, los iniciadores de 
RNA se polimerizan despues como DNA por medio de una poli- 
merasa de DNA, de modo especifico la polimerasa de DNA III. 

La evidencia sugiere que la misma polimerasa de DNA 
III sintetiza fragmentos sucesivos de la cadena retrasada. Para 
llevar a cabo esto, la molecula de polimerasa III se recicla del 
sitio donde ha terminado un fragmento de Okazaki y pasa al 
proximo sitio a lo largo de la cadena retrasada muy cerca del 
lugar donde se desenrolla el DNA. Una vez en su nuevo sitio, la 
polimerasa se une al extremo 3' OH del iniciador de RNA que 
se ha colocado por delante de una primasa y comienza a incor- 
porar desoxirribonucleotidos en el extremo del RNA corto. 

^De que forma una polimerasa III se mueve de un sitio de 
la cadena retrasada a otro sitio cercano a la horquilla de repli¬ 
cation? Se cree que la enzima logra esto al “aprovechar el viaje” 
con el mecanismo de duplication de la plantilla de la cadena 
adelantada que se desplaza en esa direction. Aunque las dos 
polimerasas se mueven en direcciones opuestas a lo largo de 
sus respectivas cadenas, pueden actuar como si fueran parte del 
mismo complejo de protemas (fig. 13-13). Las dos polimerasas 
pueden replicar ambas cadenas al formar un asa en el DNA de 
la cadena retrasada sobre si misma, lo que causa que este molde 
tenga la misma orientation que la cadena adelantada. Las dos 
polimerasas pueden moverse juntas como parte de un solo com¬ 
plejo de replication, sin violar la “regia 5' —> 3'” para la smtesis 
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FIGURA 13-12 Funciones de la helicasa de DNA, las proteinas de 
union al DNA de cadena sencilla y la primasa en la horquilla de 
replicacion. a) La helicasa se mueve a lo largo del DNA y cataliza el desen- 
rollamiento del ATP del duplex. Conforme el DNA se desenrolla, las cadenas 
evitan la formation del duplex por medio de proteinas de union del DNA 
de cadena sencilla (SSB). La primasa relacionada con la helicasa sintetiza los 
iniciadores de RNA, es decir, cada uno de los fragmentos de Okazaki. Los 
iniciadores de RNA, que tienen un tamano aproximado de 10 nucleotidos, 


se remueven con posterioridad. b) Serie de cinco micrografias electronicas 
que muestran moleculas de DNA incubadas con una helicasa de DNA virico 
(antigeno T, pag. 558) y proteinas SSB de E. coli. Las moleculas de DNA se 
desenrollan de forma progresiva de izquierda a derecha. La helicasa aparece en 
la particula circular en la horquilla y las proteinas SSB estan unidas a los extre- 
mos de cadena sencilla, lo que hace parecer a estas como cuentas de un collar. 
( B , tomada de Rainer Wessel, Johannes Schweizer y Hans Stahl, J 
Virol 66:807,1992; © 1992 American Society for Microbiology.) 
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de una cadena de DNA (fig. 13-13). Una vez que las polime- 
rasas ensamblan la cadena retrasada alcanzan el extremo 5' del 
fragmento de Okazaki sintetizado durante la vuelta previa, la 
plantilla de la cadena retrasada se libera al parecer y la polime- 
rasa comienza a trabajar en el extremo 3' del proximo iniciador 
de RNA hacia la horquilla de replication. Este modelo que se 
muestra en la figura 13-13 se refiere a menudo como el “modelo 
del trombon’debido a que el asa de DNA crece de manera repe- 
tida y se acorta durante la replication de la cadena retrasada, lo 
que semeja el movimiento del “asa’de un trombon. 

Estructura y funciones 
de las polimerasas de DNA 

La enzima que sintetiza las cadenas de DNA durante la repli¬ 
cation en E. coli es la polimerasa de DNA III, la cual es parte de 


una “maquinaria de replication” llamada holoenzima polimerasa 
de DNA III o replisoma (fig. 13-14). Uno de los componentes no 
cataliticos del replisoma, denominado pinza beta, mantiene la 
polimerasa relacionada con el molde de DNA. Las polimerasas 
de DNA (como las polimerasas de RNA) poseen dos propieda- 
des contrastantes: a) tienen que permanecer vinculadas con la 
plantilla sobre largos tramos para sintetizar una cadena com- 
plementaria continua y b) no se pueden fijar con tanta fuerza 
que les impida desplazarse de un nucleotido al siguiente. Estas 
propiedades contrastantes se deben a la forma de dona de la pin¬ 
za beta que rodea al DNA (fig. 13-15a) y se desliza de manera 
fibre a lo largo de este. A medida que la polimerasa de DNA se 
une a una “pinza de deslizamiento” tipo beta, se puede mover 
progresivamente de un nucleotido al proximo sin pasarse mas 
alia del molde. La polimerasa en la cadena adelantada permane- 
ce unida a una sola pinza de tipo beta durante la replication. En 
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FIGURA 13-13 Dos polimerasas de DNA que trabajan de manera conjunta 
como parte de un complejo unico llevan a cabo la replicacion de las cade¬ 
nas adelantada y retrasada en E. coli. a) Las dos moleculas de la polimerasa 
de DNA III discurren juntas y de esa forma se desplazan hacia el extremo 
opuesto de sus moldes respectivos. Esto sucede porque una de las cadenas 
del molde de la cadena retrasada forma un asa. b ) La polimerasa libera el 
molde de la cadena retrasada cuando encuentra al fragmento de Okazaki ya 


sintetizado. c ) La polimerasa que participo en el ensamble de los fragmentos 
previos de Okazaki se une ahora otra vez al DNA molde de la cadena retra¬ 
sada por delante del DNA sometido a sfntesis en el extremo del iniciador 
#3 del RNA construido por la primasa. (Tomada de D. Voet y J. G. Voet, 
Biochemistry, 2nd ed;© 1995, John Wiley and Sons, Inc. Reimpresa 

CON AUTORIZACION DE JOHN WlLEY AND SONS, INC.) 
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FIGURA 13-14 Representation esquematica de la holoenzima polimerasa 

de DNA III (replisoma). El replisoma contiene 10 distintas subunidades 
organizadas en diferentes componentes. Partes del replisoma son: a) dos 
polimerasas nucleares que replican al DNA, b) dos subunidades T que man- 
tienen a las polimerasas unidas en el complejo ademas de unir la helicasa 
(no considerada parte del replisoma), c) dos o mas pinzas beta que permiten 
a la polimerasa relacionarse con el DNA y d) un complejo de pinza (gam¬ 
ma) encargado de cerrar cada una de las pinzas deslizantes en el DNA. (A 
PARTIR DE REPRESENTACIONES DE M. O’DONNELL.) 




(a) 


FIGURA 13-15 Pinza deslizante ($ y cargador de pinza. a ) Modelo 
de espacio lleno que muestra las dos subunidades que integran 
la estructura en forma de rosquilla de la pinza deslizante P de E. coli. b ) 
Diagrama esquematico de la polimerasa que circula por la cadena seguidora. 
La polimerasa es mantenida en contacto con el DNA por la pinza deslizante 
P conforme esta se mueve a lo largo de la cadena utilizada como plantilla, 
y sintetiza la cadena complementaria. Despues de la termination del frag- 
mento de Okazaki, la enzima se desprende de su pinza P y circula hacia 
una pinza recien ensamblada que “espera” en una union del iniciador de 
RNA-molde de DNA corriente arriba. La pinza P original es dejada atras 
por un tiempo en el fragmento de Okazaki terminado, pero luego se desen- 
sambla y reutiliza. c ) Modelo de un complejo de pinza deslizante y cargador 
de pinza de un procariota arquea con base en el analisis de imagenes de 
microscopia electronica. El cargador de pinza (mostrado con subunidades 
en rojo y en verde) se une a la pinza deslizante (azul), que se mantiene en 
una conformation en espiral abierta parecida a una rondana de presion. El 
DNA se ha abierto paso a traves del hueco en la pinza. La cadena iniciadora 
del DNA termina dentro del cargador de pinza, mientras que la cadena que 
sirve de plantilla se extiende a traves de una abertura en la parte superior de 
la protefna. El cargador de pinza ha sido descrito como un “tapon con rosea” 
que se acopla en el DNA de tal modo que los subdominios de la protefna 
forman una espiral la cual puede “enroscarse” en el esqueleto de DNA heli- 
coidal. ( A , tomada de John Kuriyan, Cell, 69:427,1992, © Cell Press. 

B , TOMADA DE P. T. STUKENBERG, J. TURNER AND M. O’DONNELL, CELL 
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cambio, cuando la polimerasa en la cadena retrasada completa la 
sintesis de un fragmento de Okazaki, esta se desengancha de 
la pinza beta y otra vez se une a una pinza beta, la cual se halla 
ensamblada a la union entre el iniciador del RNA y el DNA 
molde localizado muy cerca de la horquilla de replication (fig. 
13-15*6). Pero, ^como es que una molecula de DNA con gran 
elongation entra en una pinza en forma de anillo como en la 
figura 13-15«? El ensamblaje de la pinza (3 alrededor del DNA 
requiere un cargador de pinza multisubunitario que tambien es 
parte del replisoma (figs. 13-14 y 13-lSc). En el estado unido a 
ATP, el cargador de pinza se une a una union iniciador-plantilla 
al tiempo que mantiene la pinza (3 en una conformation abierta 
como se ilustra en la figura 13-15r. Una vez que el DNA ha 
pasado a traves de la abertura en la pared de la pinza, el ATP 
unido al cargador de pinza se hidroliza, con lo que se libera de la 
pinza; entonces esta se cierra alrededor del DNA. 

La polimerasa de DNA I, que consiste solo en una subuni- 
dad, interviene de manera primaria en la reparation del DNA, 
proceso por el cual las secciones danadas del DNA se corrigen 
(pag. 562). La polimerasa de DNA I tambien elimina los inicia- 
dores de RNA en el extremo 5' terminal de cada fragmento de 
Okazaki durante la replication y remplaza a estos con DNA. La 
capacidad de la enzima para llevar a cabo esta tarea se discute en 
la siguiente section. 

Actividades de la exonucleasa de las polimerasas de 
DNA Ahora que se han explicado las diferentes propiedades 
desconcertantes de la polimerasa de DNA I, como la incapa- 
cidad de la enzima para iniciar la sintesis de una cadena, se 
mencionan otras observaciones curiosas. Kornberg encontro 
que las preparaciones de la polimerasa de DNA I siempre 
contienen actividades de exonucleasa, es decir, son capaces de 
degradar polimeros de DNA al eliminar uno o mas nucleotidos 
del extremo de la molecula. Al principio, Kornberg asumio que 
esta actividad se debia a la contamination con enzima porque la 
action de las exonucleasas es contraria a la capacidad de sinte¬ 
sis de DNA. No obstante, la actividad de exonucleasa no pudo 
eliminarse de las preparaciones de polimerasa y de hecho es una 
actividad real de la molecula de la polimerasa. Con posteriori- 
dad se mostro que todas las polimerasas bacterianas poseen la 
actividad de exonucleasa. Las exonucleasas pueden dividirse 
en actividades de exonucleasa 5' —> 3' y 3' —> 5', segun la direc¬ 
tion en la cual se degrada la cadena. La polimerasa de DNA 
I tiene ambas actividades de exonucleasa, 3' —> 5' y 5' —> 3', 
ademas de su actividad de polimerizacion (fig. 13-16). Estas 
tres actividades se localizaron en diferentes dominios de un 
solo polipeptido. De esta forma, la polimerasa de DNA I posee 
tres enzimas en una. Las dos actividades de exonucleasa tienen 
funciones por entero diferentes en la replication. Primero se 
describe la actividad de exonucleasa 5' —> 3'. 

Casi todas las nucleasas son especificas para DNA o RNA, 
pero la exonucleasa 5' —> 3' de la polimerasa de DNA I puede 
degradar los dos tipos de acido nucleico. El initio de los frag- 
mentos de Okazaki por medio de la primasa deja un segmento 
de RNA en el extremo 5' de cada fragmento (vease el ini¬ 
ciador de RNA 1 de la figura 13-13*6), el cual se remueve por 
la actividad de exonucleasa 5' —» 3' de la polimerasa de DNA I 
(fig. 13-16«). A medida que la enzima remueve los ribonucleo- 
tidos del iniciador, su actividad de polimerasa rellena de manera 
simultanea el espacio resultante con desoxirribonucleotidos. El 
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FIGURA 13-16 Las actividades de exonucleasa de la polimerasa de DNA I. 

a ) La fimcion de exonucleasa 5' —> 3' remueve los nucleotidos desde el extre¬ 
mo 5' de una cadena sencilla con rotura. Esta actividad tiene una fimcion 
clave para remover los iniciadores de RNA. b) La fimcion de exonucleasa 
3' —> 5' desplaza los nucleotidos mal apareados del extremo 3 / de la cadena 
en crecimiento del DNA. Esta actividad tiene una fimcion clave en el man- 
tenimiento de la precision de la sintesis de DNA. (Tomada de D. Voet y 
J. G. Voet, Biochemistry, 2nd ed; © 1995, John Wiley and Sons, Inc. 
Reimpresa con autorizacion de John Wiley and Sons, Inc.) 


ultimo desoxirribonucleotido incorporado se liga de manera 
covalente al extremo 5' terminal del fragmento de DNA antes 
sintetizado por medio de una ligasa de acido desoxirribonuclei- 
co. La funcion de la exonucleasa 3' —> 5' se revisa en la siguiente 
section. 

Garantizar la alta fidelidad durante la replication del DNA 
La supervivencia de un organismo depende de la duplication 
precisa de su genoma. Un error en la sintesis de la molecula del 
RNA mensajero por una polimerasa de RNA genera la sintesis 
de una proteina defectuosa, pero una molecula de RNA es solo 
un molde de vida corta entre una gran poblacion de estas molecu- 
las; por lo tanto, un error en una de estas es insignificante. En 
cambio, un error durante la replication del DNA crea una muta¬ 
tion permanente y la posible elimination de la progenie celular. 
En E. coli, la probabilidad de que un nucleotido incorrecto se 
incorpore en el DNA durante la replication y permanezca alii es 
menor de 10 -9 o tan baja como una en mil millones de nucleoti¬ 
dos. Dado que el genoma de E. coli contiene alrededor de 4 x 10 6 
pares de nucleotidos, esta frecuencia de error corresponde a tan 
poco como una alteration nucleotidica por cada 100 ciclos de 
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FIGURA 13-17 Geometria del apareamiento de bases apropiado y erroneo. 

(Tomada de H. Echols y M. F. Goodman, reproducida con auto- 
rizacion de The Annual Review of Biochemistry, vol 60; © 1991, 
Annual Reviews Inc.) 


replication. Esto representa la velocidad de mutation espontanea 
en esta bacteria. Se piensa que los seres humanos tienen una 
frecuencia de mutation espontanea similar para la replication 
de las secuencias que codifican proteinas. 

La incorporation de un nucleotido en particular en el 
extremo de una cadena naciente depende de que el trifosfato 
de nucleosido entrante pueda formar una complementation 
correcta con el nucleotido de la cadena molde (vease fig. 13-8 b). 
Los analisis de las distancias entre los atomos y angulos de enla¬ 
ce indican que el apareamiento de bases A-T y G-C tienen una 
geometria muy parecida (esto es, tamano y forma). Cualquier 
desviacion de estos apareamientos resulta en una geometria 
diferente, como se muestra en la figura 13-17. En cada sitio a lo 
largo del molde, la polimerasa de DNA debe discriminar entre 
los cuatro diferentes precursores potenciales conforme se mue- 
ven dentro y fuera del sitio activo de la enzima. Entre los cuatro 
posibles trifosfatos de nucleosido que pueden entrar, solo uno 
con una geometria apropiada puede encajar perfectamente con 
el DNA molde y ello produce un apareamiento de bases A-T o 
G-C que puede llenar el sitio activo de la enzima. Este es solo 
el primer paso en el proceso de discrimination. Si la enzima 
“percibe” el nucleotido entrante como correcto se observa un 
cambio conformational en el cual el “dedo”de la polimerasa gira 
hacia la “palma” (fig. 13-18«), con lo cual evita que el nucleotido 
entrante se una. Este es un ejemplo de como un apareamiento 
erroneo puede inducir un cambio, como se discute en la pagi- 
na 100. Si el apareamiento de bases recien formado presenta 
una geometria inadecuada, el sitio activo no puede adquirir la 
conformation requerida para la catalisis y el nucleotido inco- 
rrecto no se incorpora. En cambio, si el apareamiento de bases 
presenta una geometria adecuada, el nucleotido entrante se une 


Dedos Palma Una Cadena 



exonucleasa 
3'-* 5' 

(a) 



(b) 


FIGURA 13-18 Activacion de la exonucleasa 1 > 5 / de la polimerasa de 

DNA I. a) Modelo esquematico de una porcion de la polimerasa de DNA 
I conocido como fragmento de Klenow, el cual contiene las actividades de 
polimerasa y exonucleasa 3 7 —> 5'. La actividad de exonucleasa 5' —> 3' se 
localiza en una porcion diferente del polipeptido, que no se muestra aqui. 
Se refiere a menudo que las regiones del fragmento de Klenow son seme- 
jantes a la forma de una mano derecha parcialmente abierta y de ahr que las 
porciones se designen como “dedos”, “palma” y “una”. Los sitios catalrticos 
de la polimerizacion se hallan en el subdominio de la “palma”. El extremo 
3' terminal de la cadena creciente puede proyectarse entre la polimerasa y 
el sitio activo de la exonucleasa. La adicion de bases erroneas del extremo 
de la cadena en crecimiento produce una cadena sencilla libre 3' terminal 
que entra al sitio de exonucleasa, donde se remueve. (Los sitios de la poli¬ 
merasa y exonucleasa de la polimerasa III operan de manera similar pero se 
encuentran en diferentes subunidades.) b ) Modelo molecular del fragmento 
de Klenow que forma un complejo con el DNA. La cadena de DNA molde 
que se copia aparece en azul y en rojo la cadena iniciadora en la cual los 
nucleotidos proximos deben agregarse. ( A , tomada de T. A. Baker y S. R 
Bell, Cell 92:296,1998; segun la representacion de C. M. Joyce yT. 
A. Steitz, con autorizacion de Cell Press; B , cortesi'a de Thomas 
A. Steitz.) 


de manera covalente al extremo de la cadena que se encuentra 
en crecimiento. 

En ocasiones, la polimerasa incorpora un nucleotido inco- 
rrecto, lo que significa un apareamiento de bases diferente de 
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A-T o G-C. Se estima que un apareamiento incorrecto ocu- 
rre de manera aleatoria una vez por cada 10 5 a 10 6 nucleotidos 
incorporados, una frecuencia que es 10 3 a 10 4 veces mucho mas 
grande que la frecuencia de mutation espontanea proxima a 
10 -9 . ^Por que la frecuencia de las mutaciones es tan baja? Parte 
de la respuesta se encuentra en la segunda de las dos activi- 
dades de exonucleasa mencionadas antes, la actividad 3'—> 5' 
(fig. 13-16 b). Cuando un nucleotido incorrecto lo incorpora la 
polimerasa, el extremo nuevo de la cadena tiene una tenden- 
cia aumentada para separarse del molde y formar una cadena 
sencilla 3' terminal. Cuando sucede esto, la enzima sufre un 
cambio conformacional que dirige el extremo de la cadena 
recien sintetizada al sitio de exonucleasa 3' —> 5' (fig. 13-18), 
el cual remueve al nucleotido erroneo. Este trabajo de “lectura 
y correccion” es uno de los mas importantes de todas las activi- 
dades enzimaticas e ilustra como la maquinaria de las moleculas 
biologicas ha evolucionado con gran complejidad. La actividad 
de exonucleasa 3' —> 5' remueve cerca de 99 de cada 100 bases 
mal apareadas, lo que incrementa la fidelidad a casi 10 -7 a 10 -8 . 
Ademas, la bacteria posee un mecanismo llamado reparation 
del apareamiento erroneo que opera despues de la replication 
(pag. 564) y corrige casi todas las uniones erroneas que escapan 
del paso de lectura y correction. En conjunto, todos estos pro- 
cesos reducen la frecuencia de error observada en alrededor de 
10 -9 . Asi, la fidelidad de la replication del DNA se basa en tres 
actividades distintas: 1) selection precisa de los nucleotidos, 2) 
lectura y correction inmediata y 3) una reparation del aparea¬ 
miento erroneo despues de la replication. 

Otra caracteristica importante de la replication en bacte- 
rias es la velocidad. La replication de un cromosoma bacteriano 
completo en unos 40 min a 37°C exige que cada horquilla de 
replication se mueva cerca de 1 000 nucleotidos por segundo, lo 
cual es equivalente a la longitud de un fragmento de Okazaki 
completo. De esta forma, el proceso completo de la sintesis del 
fragmento de Okazaki, incluidos la formation de un iniciador 
de RNA, la elongation del DNA, la lectura y correccion simul¬ 
tanea por medio de la polimerasa de DNA, la elimination del 
RNA, su remplazo con DNA y la ligation de las cadenas, ocurre 
en alrededor de un segundo. Aunque E. coli tarda unos 40 
min en replicar su DNA, un nuevo ciclo de replication puede 
iniciar antes de que el ciclo previo se complete. Por consecuen- 
cia, cuando estas bacterias crecen a su maxima velocidad, dupli- 
can su numero en alrededor de 20 minutos. 


La replicacion en las celulas eucariotas 

Como se menciono en el capitulo 10, los nucleotidos de la 
secuencia del genoma humano podrian llenar un libro de un 
millon de paginas de extension. Mientras que esto representa 
para cientos de investigadores con el uso de computadoras de 
alta velocidad varios anos para secuenciar el genoma huma¬ 
no, un solo nucleo celular de unos 10 pm de diametro puede 
copiar todo el DNA en unas cuantas horas. Dado que las celulas 
eucariotas tienen amplios genomas y complejas estructuras de 
cromosomas, el entendimiento de la replicacion en las celulas 
eucariotas ha sido lento en comparacion con las bacterias. Esta 
diferencia se ha superado de forma gradual con el desarrollo de 
sistemas experimentales eucariotas aplicados junto con los utili- 


zados por decadas en el estudio de la replicacion en procariotas. 
Pueden mencionarse los siguientes: 

• El aislamiento de mutantes de levaduras incapaces de crear 
productos de genes especificos requeridos para diferentes 
aspectos de la replicacion. 

• El analisis de la estructura y el mecanismo de action de las 
proteinas de duplication de especies de arqueas (como en la 
figura 13-15r). En estos procariotas la duplication requiere 
de proteinas homologas a las de las celulas eucariotas pero 
menos complejas y mas faciles de estudiar. 

• El desarrollo de sistemas in vitro en los que la replicacion 
puede llevarse a cabo en extractos celulares o mezclas de 
proteinas purificadas. En el mas valioso de estos sistemas 
se ha utilizado la rana Xenopus, que comienza la vida en la 
forma de un enorme huevo que contiene todas las proteinas 
requeridas para llevar a cabo mas de una docena de ciclos de 
division celular. Pueden prepararse extractos a partir de los 
oocitos de la rana, los cuales replican cualquier DNA que 
se agregue, sin importar cual sea la secuencia. Los oocitos 
de la rana tambien mantienen la replicacion y la division 
mitotica de los nucleos celulares de mamifero, por lo cual 
dichas estructuras son en particular utiles como sistema fibre 
de celulas. Pueden usarse anticuerpos para eliminar de los 
extractos particulas proteicas especificas y de esta manera 
puede evaluarse la capacidad de replication del extracto en la 
ausencia de las proteinas afectadas. 

Inicio de la replication en celulas eucariotas La replica¬ 
tion en E. coli comienza solo en un sitio a lo largo del cromoso¬ 
ma circular (fig. 13-5). Las celulas de los organismos superiores 
pueden tener mucho mas de mil veces el DNA que las bacte¬ 
rias tienen, si bien sus polimerasas incorporan nucleotidos en el 
DNA a velocidades mucho mas lentas. Para adecuar estas dife- 
rencias, las celulas eucariotas replican su genoma en pequenas 
porciones, denominadas replicones. Cada replicon tiene su propio 
origen de replication desde el cual avanza la horquilla de repli¬ 
cation en ambas direcciones (vease fig. 13-24«). En las celu¬ 
las humanas, la replication comienza en alrededor de 10 000 a 
100 000 diferentes origenes de replication. La existencia de 
replicones se demostro primero en experimentos de autorradio- 
grafias en los que las moleculas de DNA unicas mostraron que 
la replication se llevaba a cabo de manera simultanea en diferen¬ 
tes sitios a lo largo de la molecula (fig. 13-19). 

Alrededor de 10 a 15% de los replicones se dedica activa- 
mente a la duplication en cualquier momento dado durante la 
fase S del ciclo de vida (vease fig. 14-1). Los replicones que se 
encuentran muy cerca entre si en un cromosoma dado tienden 
a efectuar la replication de forma simultanea (como es evidente 
en la figura 13-19). Sin embargo, estos replicones activos en un 
tiempo determinado durante un ciclo de sintesis de DNA tien¬ 
den a ser activos en un estado comparable en los ciclos subse- 
cuentes. En celulas de mamiferos, el tiempo de la replicacion de 
una region cromosomica se correlaciona de manera regular con 
la actividad de los genes en la region o el estado de compactacion. 
La presencia de histonas acetiladas, que estan muy relacionadas 
con la transcription de genes (pag. 526), es un factor comun 
en la determination de la replication temprana de loci genicos 
activos. Las regiones mas compactadas del cromosoma, que son 
las menos acetiladas, estan empaquetadas en la heterocromatina 
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FIGURA 13-19 Demostracion experimental de que la replicacion en cro- 
mosomas eucariotas comienza en muchos sitios alo largo del DNA. Las 

celulas se incubaron en [ 3 H] timidina por un breve periodo antes de la pre¬ 
paration de fibras de DNA para autorradiografia. Las tineas de los granulos 
oscuros indican los sitios que han incorporado el precursor de DNA radiac- 
tivo durante el periodo de marcaje. Es evidente que la sintesis sucede en 
sitios separados a lo largo de la misma molecula de DNA. Como se indica 
en la tinea trazada en la parte inferior, el inicio tiene lugar en el centro de 
cada sitio de la incorporation de timidina y se forman dos horquillas 
de replicacion que se apartan una de la otra hasta que encuentran sus hor¬ 
quillas proximas. (Micrografia cortesia de Joel Huberman.) 


(pag. 498) y son las ultimas en replicarse. La diferencia en el 
tiempo de replicacion no se relaciona con la secuencia del DNA 
debido a que la heterocromatina inactiva del cromosoma X en 
las celulas de hembra de mamifero (pag. 497) se replica en la 
parte final de la fase S, en tanto que la eucromatina del cromoso¬ 
ma X activo se replica en un estadio mucho mas temprano. 

El mecanismo por medio del cual la replicacion se inicia 
en eucariotas fue tema importante de investigation en la decada 
pasada. Los progresos mas grandes en esta area se realizaron en 
las celulas de levadura debido a que los origenes de replication 
pueden removerse del cromosoma de levadura e insertarse en 
moleculas de DNA bacteriano, lo que confiere a estas bacterias 
la capacidad de replicarse en las celulas de levadura o extractos 
celulares que contienen las proteinas de replication necesarias 
para el proceso. Puesto que estas secuencias promueven la repli¬ 
cation del DNA, tales secuencias se conocen como secuencias 
de replicacion autonoma (ARS, del ingles autoiiomous replicating 
sequences). Las ARS que se han aislado y analizado comparten 
distintos elementos. El elemento central de una ARS consiste 
en una secuencia conservada de 11 pares de bases, que funciona 
como un sitio de union espetifico para un complejo multiprotei- 
nico esencial llamado complejo de reconocimiento de inicio ( ORC , 
del ingles origin recognition complex) (vease fig. 13-20). Si la ARS 
muta de modo que sea incapaz de unirse al ORC, no es posible 
el initio de la duplication. 

Se ha probado que los origenes de replication de las celu¬ 
las de vertebrado son mas dificiles de estudiar que las celulas 
de levadura. Parte del problema se explica por el hecho de que 
virtualmente cualquier tipo de DNA purificado esta disponi- 
ble para la replication mediante extractos celulares de oocitos 
de rana. Estos estudios sugieren que a diferencia de las levadu- 
ras, el DNA de vertebrados no posee secuencias especificas (p. 
ej., ARS) en los cuales se inicia la replication. No obstante, los 
estudios de replication de cromosomas de mamifero intactos in 
vivo sugieren que la replication comienza en sitios especificos a 


lo largo del DNA, no tanto por una selection aleatoria, como 
ocurre en los extractos de oocitos de anfibio. Se piensa que una 
molecula de DNA contiene muchos sitios donde la duplication 
del DNA puede iniciarse, pero que solo un subconjunto de estos 
sitios se usa de hecho en un momento dado en una celula dada. 
Se considera que la election real del sitios es regida por fac- 
tores epigeneticos reales (pag. 506), como las posiciones de los 
nucleosomas, los tipos de modificaciones de histonas, el estado 
de mediation del DNA, el grado de superenrollamiento y el 
nivel de transcription. 

La replication se restringe a una porcada ciclo celular Es 

esencial que cada portion del genoma se replique una vez, y solo 
una vez, durante el ciclo celular. En consecuencia, deben existir 
mecanismos que eviten el reinicio de la replicacion en el sitio 
en que ya se ha duplicado. El inicio de la replicacion en un 
origen en particular requiere el paso del origen a traves de dife- 
rentes estados. Algunos de estos pasos ocurren al parecer en el 
origen de replicacion en una celula de levadura y se ilustran en 
la figura 13-20. Pasos similares requieren proteinas homologas 
y se ha observado que se realizan en plantas y animales, lo cual 
sugiere que el mecanismo basico de inicio de la replicacion esta 
conservado entre los eucariotas. 

1. En el paso 1 (fig. 13-20), al origen de replicacion lo une un 
complejo proteico llamado ORC, que se relaciona con el ori¬ 
gen a traves del ciclo celular. Al ORC se lo ha denominado 
la “pista de aterrizaje molecular” en virtud de su papel en la 
union de proteinas requeridas para los pasos subsecuentes. 

2 . Las proteinas que se conocen como “factores permisivos” se 
unen al ORC (paso 2, fig. 13-20) para ensamblar un complejo 
proteico-DNA, llamado complejo deprerreplicacmz ( pre-RC ), 
que es “permisivo” (competente) para iniciar la replicacion. 
Los estudios de la naturaleza molecular de los factores per¬ 
misivos han encontrado un grupo de seis proteinas Mem 
relacionadas (Mcm2-Mcm7). Las proteinas Mem se cargan 
en el origen de duplication en una fase tardia de la mitosis, 
o poco tiempo despues de esta, y luego permanecen en un 
estado inactivo hasta que se inicia la duplication un tiempo 
mas tarde. 

3 . Justo antes del inicio de la fase S del ciclo celular, la activa¬ 
tion de cinasas de proteina clave (paso 3, fig. 13-20) lleva al 
inicio de la replicacion. Una de estas cinasas de proteina es 
una cinasa dependiente de ciclina (Cdk) cuya funcion se dis¬ 
cute con detalle en el capitulo 14. La actividad de las Cdk es 
importante desde la fase S hasta la mitosis, la cual suprime la 
formation de nuevos complejos de prerreplicacion. En con¬ 
secuencia, cada origen solo puede activarse una vez por cada 
ciclo celular. El final de la actividad de las Cdk en la ultima 
parte de la mitosis posibilita el ensamble del pre-RC para 
iniciar el proximo ciclo celular. 

4 . Una vez que la replicacion comienza en la parte initial de la 
fase S, las proteinas Mem se mueven con la horquilla de 
replicacion (paso 4) y son esenciales para completar la repli¬ 
cation de un replicon. Los estudios indican que las proteinas 
Mcm2-Mcm7 son capaces de relacionarse en un complejo 
semejante a un anillo que posee actividad de helicasa (como 
en el paso 4, fig. 13-20). Los investigadores que estudian la 
replicacion del DNA en eucariotas han enfrentado grandes 
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FIGURA 13-20 Pasos realizados en la replicacion del replicon de levadu- 

ra. Los origenes de replicacion de las levaduras contienen una secuencia 
conservada (ARS) que une el complejo de reconocimiento de origen de 
replicacion (ORC) de multisubunidades (paso 1). La presencia del ORC 
unido es necesaria para el inicio de la replicacion. El ORC se une al origen 
a traves de todo el ciclo celular. En el paso 2, los factores permisivos (identi- 
ficados como proteinas Mem) se unen al origen durante los siguientes pasos 
de la mitosis y establecen un complejo de prerreplicacion capaz de iniciar la 
replicacion con los estimulos adecuados. La presencia de proteinas Mem en 
el origen requiere proteinas adicionales (Cdc6 y Cdtl, que no se muestran). 
En el paso 3, la replicacion del DNA se inicia despues de la activacion de 
cinasas de proteina especificas, incluida una cinasa dependiente de ciclina 
(Cdk). El paso 4 muestra un estado en el que la replicacion ha avanzado 
corta distancia en ambas direcciones desde el origen. En este modelo, las 
proteinas Mem forman una helicasa de DNA replicativa que desenrolla 
al DNA en direcciones opuestas desde las horquillas de replicacion. Las 
otras proteinas requeridas para la replicacion no se muestran en esta ilustra- 
cion, pero si en la figura siguiente. En el paso 5, las dos cadenas del duplex 
original se han replicado, un ORC esta presente en ambos origenes y las 
proteinas de replicacion, incluidas las helicasas Mem, se han desplazado del 
DNA. En las levaduras, las proteinas Mem migran desde el nucleo y el re- 
inicio de la replicacion no puede ocurrir hasta que la celula ha pasado por la 
mitosis. (En las celulas de vertebrados, diferentes sucesos parecen prevenir 
el reinicio de la replicacion, entre ellos: 1) la continua actividad de la Cdk, 
2) la fosforilacion de Cdc6 y su exportation posterior desde el nucleo y 3) la 
inactivation de Cdtl por la union de un inhibidor.) 


dificultades para identificar la principal helicasa de replica¬ 
cion, esto es, la helicasa encargada del desenrollamiento del 
DNA en la horquilla de replicacion. Como se ha sugerido en 
la figura 13-20, el complejo proteico Mem es un solido can¬ 
didate para la helicasa de replicacion de eucariotas (de modo 
analogo a la DnaB en E. coli ). El destino de las proteinas 
Mem despues de replicacion depende de las especies estudia- 
das. En levaduras, las proteinas Mem se desalojan de la cro- 
matina y se movilizan desde el nucleo (paso 5). En cambio, 
las proteinas Mem en las celulas de mamiferos se desplazan 
del DNA pero al parecer permanecen en el nucleo. A pesar 
de todo, las proteinas Mem no pueden volver a relacionarse 
con un origen de replicacion ya “utilizado”. 

La horquilla de replicacion eucariota En general, las acti- 
vidades que ocurren en la horquilla de replicacion son muy 
similares, sin importar cual sea el tipo de genoma bajo replica¬ 
cion: vinca, procariota o eucariota. Las diferentes proteinas de la 
replicacion, “el estuche de herramientas”, de las celulas eucario¬ 
tas se listan en el cuadro 13-1 y se muestran en la figura 13-21. 
Todos los sistemas de replicacion requieren helicasas, proteinas 
de union a DNA de cadena sencilla, topoisomerasas, primasa, 
polimerasa de DNA y ligasa de DNA. Como se discute en la 
section previa, las helicasas que llevan a cabo el desenrollamien¬ 
to del DNA durante la replicacion no se han identificado con 
certidumbre. Cuando se estudia la replicacion eucariota in vitro, 
los investigadores combinan a menudo proteinas de replicacion 
de mamiferos con una helicasa vinca conocida como antigeno T 
grande, codificado por el genoma del virus SV40. Este antigeno 
induce la separation de las cadenas del origen de replicacion 
de SV40 y desenrolla el DNA para que avance la horquilla de 
replicacion (como se muestra en la figura 13-21«). 


ORC 

Factores permisivos que se 
unen despues de la mitosis 

Complejo de 
prerreplicacion 


ARS 


Factores permisivos 
(Mcm2-Mcm7) 



ORC V 



Como en las bacterias, el DNA de una celula eucariota se 
sintetiza de una manera semidiscontinua, pese a que los frag- 
mentos de Okazaki de cadena retrasada son considerablemente 
mas pequenos que en una bacteria, cercanos a 150 nucleotidos 
de longitud. Como en la polimerasa de DNA III de E. coli, la 
polimerasa que replica el DNA eucariota esta presente como un 
dimero, lo que sugiere que las cadenas adelantada y retrasada se 
sintetizan de una manera coordinada por un solo complejo de 
replicacion o replisoma (fig. 13-21 b). 
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Cuadro 13-1 


Algunas protefnas requeridas para la replicacion 


Protefna en E. coli Protefna eucariota Funcion 


DnaA 

Protefnas ORC 

Reconocimiento del origen de la replicacion 

Girasa 

Topoisomerasas I/II 

Libera supercolas positivas antes de la replicacion 

DnaB 

Mem 

Helicasa de DNA que desenrolla el duplex parental 

DnaC 

> 

Coloca la helicasa sobre el DNA 

SSB 

RPA 

Mantiene el DNA en un estado de cadena sencilla 

Complejo y 

RFC 

Subunidades de la holoenzima de la polimerasa de DNA que montan la pinza 
sobre el DNA 

Nucleo de la 
polimerasa III 

Polimerasa 8/e 

Enzima de replicacion primaria; sintetiza por complete la cadena adelantada 
y los fragmentos de Okazaki; tiene capacidad de lectura y correction 

pinza P 

PCNA 

Subunidad en forma de anillo de la holoenzima de la polimerasa de DNA que pinza 
la polimerasa replicante sobre el DNA; trabaja con la polimerasa III en E. coli 
y la polimerasa 8 o € en eucariotas 

Primasa 

Primasa 

Polimerasa a 

Sintetiza iniciadores de RNA 

Sintetiza oligonucleotidos cortos de DNA como parte del iniciador RNA-DNA 

Ligasa de DNA 

Ligasa de DNA 

Une a los fragmentos de Okazaki en una cadena continua 

Poll 

FEN-1 

Remueve a los iniciadores de RNA; la polimerasa I de E. coli tambien llena 
los espacios con DNA 


En la actualidad se han aislado las cinco polimerasas de 
DNA “tlpicas” de las celulas eucariotas y se conocen como a, (3, 
y, 8 y e. De estas enzimas, la polimerasa y replica el DNA mito- 
condrial y la (3 funciona en la reparation del DNA. Las otras 
tres tienen funciones de replicacion. La polimerasa a esta muy 
relacionada con la primasa y juntas inician la sintesis de cada 
fragmento de Okazaki. La primasa comienza la sintesis por el 



FIGURA 13-21 Esquema dclos componentesprincipales de lahorquilla de 
duplication en los eucariotas. a) Protefnas necesarias para la duplication 
en los eucariotas. El antfgeno vfrico T se muestra como la helicasa de dupli¬ 
cation en esta figura debido a que se usa de manera predominante en los 
estudios in vitro de la duplication del DNA y la helicasa real no se conoce. 
Se piensa que la polimerasa de DNA 5 es la principal enzima que sintetiza 
DNA, pero es posible que la polimerasa e tambien participe en esta activi- 
dad. El PCNA actua como una pinza (o, de manera mas precisa, como una 
abrazadera) deslizante para ambas polimerasas, 8 y e. La pinza deslizante es 
colocada (“cargada”) en el DNA por la protefna RFC (factor de duplication 
C), que es similar en estructura y funcion al cargador de pinza y de E. coli. 


ensamble de un iniciador corto de RNA, el cual se amplia por 
la adicion de unos 20 desoxirribonucleotidos por medio de la 
polimerasa alfa. La polimerasa delta es al parecer la enzima que 
sintetiza de modo primario al DNA durante la replicacion. De 
la misma manera que la principal enzima de replicacion de E. 
coli, la polimerasa delta requiere una “pinza con deslizamiento” 
que mantiene unida la enzima al DNA y ello hace posible a esta 



RPA es una protefna trimerica de union a DNA monocatenario comparable 
en funcion a la protefna SSB utilizada en la duplication de E. coli. El movi- 
miento continuo de la polimerasa 8 desplaza los iniciadores de RNA-DNA 
sintetizados por el complejo polimerasa a-primasa, lo que genera una “aleta” 
de RNA-DNA que es eliminada por la endonucleasa FEN-1. Una ligasa de 
DNA sella el hueco. Como en E. coli , se requiere una topoisomerasa para 
eliminar los superenrollamientos positivos que se forman antes de la hor- 
quilla de duplication, b ) Version simplificada de los sucesos ocurridos en 
la horquilla de duplication que muestra de que manera las polimerasas de 
duplication actuan juntas como parte de un replisoma sobre las plantillas, 
directora y seguidora. 
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mo verse de manera continua a lo largo del molde. La pinza de 
deslizamiento de las celulas eucariotas es muy similar en estruc- 
tura y funcion a la pinza beta de la polimerasa III de E. coli que 
se muestra en la figura 13-14. En eucariotas, la pinza de desliza¬ 
miento se conoce como PCNA. 3 La pinza cerradora que coloca 
al PCNA sobre el DNA se llama RFC y es analoga al complejo 
cebador de pinza de la polimerasa III de E. coli. Despues de sin- 
tetizar un iniciador de RNA-DNA, la polimerasa a es sustituida 
en la union de plantilla e iniciador por el complejo PCNA-poli- 
merasa 5, que completa la sintesis del fragmento de Okazaki. 
Cuando la polimerasa 8 alcanza el extremo 5' del fragmento 
de Okazaki recien sintetizado, la polimerasa continua a lo largo 
de la plantilla de la cadena seguidora, desplazando al iniciador 
(mostrada como una aleta verde en la figura 13-21«). Una endo- 
nucleasa (FEN-1) corta el DNA recien sintetizado el iniciador 
desplazado, y una ligasa de DNA sella la muesca resultante en el 
DNA. La determinacion del papel de la polimerasa e ha resul- 
tado problematica; en apariencia, interviene en la replicacion del 
DNA nuclear debido a que el proceso no puede terminarse en 
las celulas que carecen de esta polimerasa. Por otra parte, la poli¬ 
merasa e no es necesaria para la replicacion in vitro del DNA del 
virus SV40. Otras polimerasas de DNA diferentes (entre ellas 
eta, kappa e iota) poseen una funcion especializada que permite 
a las celulas replicar el DNA danado como se describe en la 
pagina 567. 

Como las polimerasas procariotas, todas las polimerasas 
de eucariotas construyen las cadenas de DNA en una direccion 
5' —> 3' al agregar nucleotidos a los grupos hidroxilo 3' y nin- 
guno de estos es capaz de iniciar la sintesis de un DNA sin un 
iniciador. Las polimerasas gamma, delta y epsilon poseen una exo- 
nucleasa 3' —> 5', cuya actividad de lectura y correccion garantiza 
que esta replicacion ocurra con una gran eficiencia. 

Replicacion y estructura nuclear En este punto del capi- 
tulo, las ilustraciones de la replicacion muestran a una polime¬ 
rasa replicante que se mueve como una locomotora a lo largo 
de una via estacionaria de DNA. Sin embargo, el aparato de 
replicacion consiste en un complejo de proteinas que opera 
dentro de los confines de un nucleo estructurado. Mucha evi- 
dencia sugiere que la maquinaria de replicacion esta presente 
en estrecha conexion con la lamina nuclear (pag. 487) y con la 
matriz nuclear (pag. 508). Cuando las celulas se someten a pul- 
sos muy cortos de precursores de DNA radiactivo, mas de 80% 
de la marca incorporada se vincula con la matriz nuclear. Si en 
lugar de fijar las celulas inmediatamente despues del pulso se 
les permite incorporar precursores de DNA no marcado por una 
hora o mas antes de la fijacion, la mayor parte de la radiactividad 
se detecta en la matriz, en las asas del DNA circundante. Este 
ultimo hallazgo sugiere que mas que permanecer estacionario, el 
DNA en replicacion se mueve como un convoy a traves de un 
aparato de replicacion inmovil (fig. 13-22). 


3 PCNA es el acronimo de proliferating cell nuclear antigen. Esta proteina se descu- 
brio como un antigeno que reaccionaba con autoanticuerpos en el suero de pacientes 
con lupus eritematoso y despues se localizo en el nucleo de las celulas que prolife- 
raban con gran rapidez. Solo despues se reconocio su funcion en la replicacion. Se 
ha dicho que el PCNA es un “equipo de herramientas moleculares”, porque se une a 
muchas proteinas distintas implicadas en la duplicacion y la reparacion del DNA. 




FIGURA 13-22 Funcion de la matriz nuclear en la replicacion del DNA. 

Los origenes de la replicacion se muestran como puntos negros y las flechas 
indican la direccion del crecimiento de las cadenas. De acuerdo con este 
modelo esquematico, la maquinaria de replicacion no se mueve a lo largo 
de segmentos estacionarios de DNA, pero el DNA se impulsa a traves del 
aparato de replicacion que esta unido firmemente a la matriz nuclear. 


Estudios adicionales senalan que la horquilla de replicacion 
activa en un momento particular no se distribuye de forma alea- 
toria a traves del nucleo celular; en realidad, se localiza en 50 a 
250 sitios, conocidos como lugares de replicacion (fig. 13-23). 
Se estima que cada uno de los puntos luminosos rojos indica- 
dos en la figura 13-23 contiene alrededor de 40 horquillas de 
replicacion que incorporan nucleotidos en las cadenas de DNA 
de manera simultanea. El agrupamiento de asas de horquillas de 
replicacion puede proveer un mecanismo para la coordination 
de la replication de los replicones adyacentes en cromosomas 
individuales (como se muestra en la figura 13-19). 

Estructura de la cromatina y replicacion Los cromosomas 
de las celulas eucariotas poseen un DNA que forma comple- 
jos en configuraciones regulares de las proteinas histonicas. El 
examen de una molecula de DNA en replication por medio de 
microscopia electronica muestra nucleosomas en ambas cadenas 
duplex apenas formadas muy cercanas a la horquilla de replica¬ 
tion (fig. 13-24«), lo que indica que el ensamble del DNA en 
los nucleosomas es un suceso muy rapido. Como se sefialo en la 
pagina 493, el nucleo de la histona octamerica de un nucleosoma 
consiste en un tetramero (H3H4) 2 junto con un par de dime- 
ros H2A/H2B. Numerosos estudios sugieren que los tetrameros 
(H3H4) 2 presentes antes de la replication permanecen intactos 
y se distribuyen de modo aleatorio entre los dos duplex hijos. 
Como resultado, los tetrameros (H3H4)2 viejos y nuevos estan 
entremezclados en cada molecula de DNA bija como se indi¬ 
ca en la figura 13-24A. En cambio, los dos dimeros H2A/H2B 
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FIGURA 13-23 Demostracion de que las actividades de replicacion no se 
realizan de manera aleatoria en el nucleo, pero se confinan a distintos 
sitios. Antes del comienzo de la sintesis del DNA al principio de la fase S, 
diferentes factores requeridos para el inicio de la replicacion se ensamblan 
en sitios discretos dentro del nucleo y forman centros de prerreplicacion. 
Los sitios se observan como pequenos objetos rojos en la micrografia teni- 
da con un anticuerpo fluorescente dirigido contra el factor de replicacion 
A (RPA), el cual es una protefna de union del DNA de cadena sencilla 
requerida para comenzar la replicacion. Otros factores de replicacion, como 
el PCNA y el complejo polimerasa-primasa tambien se localizan en estos 
sitios. (Tomada de Yasuhisa Adachi y Ulrich K. Laemmli, EMBO J. 
VOL. 13, PORTADA DEL NUM. 17, 1994.) 
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de cada nucleosoma parental no permanecen juntos conforme 
avanza la horquilla de replicacion a traves de la cromatina. De 
hecho, los dimeros de un nucleosoma se separan el uno del otro 
y parecen unirse azarosamente a los nuevos y viejos tetrame- 
ros (H3H4) 2 ya presentes en los duplex hijos (fig. 13-24Z>). Una 
red de proteinas accesorias facilita el paso del ensamble de los 
nucleosomas y su ordenamiento espaciado a lo largo del DNA. 


REVISION 


1. La propuesta original de Watson y Crick para la repli¬ 
cacion del DNA predetia la sintesis continua de las 
cadenas de DNA. ^Como y por que este concepto se ha 
modificado en los anos posteriores? 

2. <;Que significa que la replicacion sea semiconservado- 
ra?, ^como se demostro esta propiedad de la replicacion 
en celulas bacterianas y celulas eucariotas? 

3. ^Por que no existen cadenas pesadas en la parte superior 
de los tres tubos de centrifugation de la figura 13-3«? 

4. ^Como es posible obtener mutantes cuyos defectos se 
localizan en genes que se requieren para la actividad 
esencial como la replicacion del DNA? 

5. Describa los sucesos que ocurren en el origen de la repli¬ 
cacion durante el inicio de la replicacion en las celulas 
de levadura. ^Cual es el sentido de que la replicacion sea 
bidireccional? 

6. ^Que hace que las moleculas de DNA que se mues- 
tran en la figura 13 -la sean incapaces de estimular la 
polimerizacion de nucleotidos por medio de la polime- 
rasa de DNA I?, <;que propiedades de una molecula de 
DNA debe tener para que sirva como un molde para la 
incorporation de nucleotidos por medio de la polime- 
rasa de DNA I? 


y 



;A-y 

(a) 



FIGURA 13-24 Distribution de complejos de nucleos de histona a las cadenas hijas despues de la replicacion. a) 

Micrografia electronica de la cromatina aislada de un nucleo en division rapida del embrion de Drosophila en el que 
se muestra un par de horquillas de replicacion (flechas) que se alejan una de la otra en direcciones opuestas. Entre 
las dos horquillas de replicacion se observan regiones de DNA nuevamente replicado ya cubiertas por particulas 
nucleosomales con una densidad semejante a la de las cadenas parentales que todavia no han sufrido la replica¬ 
cion. b ) Diagrama esquematico de la configuration de los nucleosomas despues de la replicacion del DNA. Cada 
particula nuclear del nucleosoma en el esquema se compone de un tetramero (H3H4) 2 central flanqueado por 
dos dimeros H2A/H2B. Las histonas presentes en los nucleosomas parentales antes de la replicacion se indican 
en azul; las histonas recien sintetizadas aparecen en rojo. Los tetrameros (H3H4) 2 permanecen intactos y estan 
distribuidos de modo aleatorio en ambos duplex descendientes. Los pares de dimeros H2A/H2B presentes en los 
nucleosomas parentales se separan y al parecer se recombinan al azar con los tetrameros (H3H4) 2 en los duplex 
hijos. ( A , cortesia de Steven L. McKnight y Oscar L. Miller, Jr. 
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7. Describa los mecanismos de action de las polimerasas 
del DNA que operan en las dos cadenas de DNA mol- 
de y el efecto que este tiene en la slntesis de la cadena 
retrasada en comparacion con la cadena adelantada. 

8. Compare la funcion de las polimerasas de DNA I y III 
en la replication bacteriana. 

9. Describa las funciones de la helicasa de DNA, protei- 
nas SSB, pinza beta, girasa de DNA y ligasa de DNA 
durante la replication en las bacterias. 

10. ^Cual es la consecuencia de que el DNA de molde para 
la cadena retrasada forme un asa sobre si misma como 
se muestra en la figura 13-3a? 

11. ^Por que las dos actividades de exonucleasa de la poli- 
merasa de DNA I difieren entre si?, ,;cuales son sus 
funciones respectivas en la replication? 

12. Describa los factores que contribuyen a la gran fideli- 
dad durante la replication del DNA. 

13. ^Cual es la principal diferencia entre las bacterias y los 
eucariotas que le permite a estos replicar su DNA en 
un tiempo razonable? 


15.2 REPARACION DEL DNA _ 

La vida en la Tierra esta sujeta a multiples fuerzas des- 
tructivas que se originan en el interior y el ambiente externo de 
un organismo. De todas las moleculas en una celula, el DNA 
esta colocado en la position mas precaria. Por un lado, es esen- 
cial que la information genetica permanezca de manera primor¬ 
dial sin cambio conforme esta pasa de una celula a la siguiente 
y de un individuo a otro. Por otra parte, el DNA es una de las 
moleculas celulares mas susceptible a dano ambiental. Cuando 
se afecta por radiation ionizante, el esqueleto de la molecula de 
DNA sufre con frecuencia roturas; cuando se expone a diver- 
sos reactivos quimicos, algunos de los cuales se generan por el 
metabolismo de la celula misma, las bases de una molecula de 
DNA pueden alterarse de manera estructural; cuando se some- 
ten a radiation de tipo ultravioleta,las pirimidinas adyacentes en 
las cadenas de DNA tienen una tendencia a interactuar entre si 
para formar complejos covalentes y crear un dimero (fig. 13-25). 
De igual forma, la absorcion de energia termica producida por 
el metabolismo es suficiente para eliminar las bases de adenina 
y guanina de su union a los azucares en el esqueleto de DNA. 
jLa magnitud de estas alteraciones espontaneas, o lesiones, puede 
reconocerse si se considera que cada celula de un mamifero de 
sangre caliente pierde alrededor de 10 000 bases por dial La falla 
para reparar estas lesiones produce anomalias permanentes, o 
mutaciones, en el DNA. Si la mutation tiene lugar en una celula 
destinada a ser un gameto, la alteration genetica puede pasar de 
una generation a la proxima. Las mutaciones tambien tienen 
efectos en las celulas somaticas (p. ej., celulas que no pertenecen 
a la linea germinal): pueden interferir con la transcription y la 
replication, lo que causa la transformation maligna de una celula 
o acelera el proceso por medio del cual un organismo envejece. 
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FIGURA 13-25 Un dimero de pirimidina formado dentro del DNA duplex 
despues de la radiation con luz ultravioleta. 


A1 considerar las consecuencias potencialmente lesivas de 
las alteraciones en las moleculas del DNA y la elevada frecuen- 
cia con que suceden, es esencial que las celulas posean mecanis¬ 
mos para reparar el DNA danado. De hecho, las celulas tienen 
una amplia variedad de sistemas de reparation que corrigen 
casi cualquier tipo de dano al cual una molecula de DNA es 
vulnerable. Se ha estimado que menos de un cambio de base 
en miles escapa a los sistemas de reparation en una celula. La 
existencia de estos sistemas provee un excelente ejemplo de los 
mecanismos moleculares que mantienen la homeostasis celular. 
La importancia de la reparation del DNA puede reconocerse 
al examinar las consecuencias que tiene en los seres humanos 
el resultado de las deficiencias en la reparation del DNA, un 
tema que se discute en la section Perspectiva humana de este 
capitulo. 

Tanto las celulas de procariotas como las de eucariotas 
poseen una variedad de proteinas que recorren extensos tramos 
de DNA y buscan alteraciones quimicas o distorsiones sutiles 
del duplex de DNA. En algunos casos, el dano puede repararse 
de modo directo. Por ejemplo, los seres humanos tienen enzi- 
mas que pueden reparar de forma inmediata el dano producido 
por agentes alquilantes capaces de causar cancer. Sin embargo, 
casi todos los sistemas de reparation requieren que la section 
danada del DNA se elimine, esto es, se remueva de manera selec- 
tiva. Una de las grandes virtudes del DNA duplex es que cada 
cadena contiene la information necesaria para la construction 
de su contraparte. Por consecuencia, si uno o mas nucleotidos se 
remueven de una cadena, la cadena complementaria puede ser- 
vir como molde para la reconstruction del duplex. La reparation 
del dano del DNA en celulas eucariotas es complicada por la 
inaccesibilidad relativa del DNA dentro de las fibras de croma- 
tina plegadas del nucleo. Como en el caso de la transcription, 
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la reparation del DNA requiere de maquinas que remodelan la 
cromatina, como enzimas modificadoras de histonas y comple- 
jos remodeladores de nucleosomas que se exponen en la pagina 
526. Aunque es de esperar que sean importantes en la repara¬ 
tion del DNA, los cometidos de estas proteinas no se consideran 
en la siguiente exposition. 


Escision de nucleotidos y reparacion 

La reparacion de la escision nucleotidica (NER) opera por un 
mecanismo de corte y pegado que remueve diferentes lesiones 
al DNA, incluidos los dimeros de pirimidina y los nucleotidos 
en los cuales distintos grupos quimicos se unen. Se conocen dos 
vias de NER: 

1. Una via acoplada a la transcription en la cual las cadenas de 
DNA molde de los genes que se transcriben de forma acti- 
va se reparan de manera preferential. La reparation de una 
cadena molde ocurre al parecer a medida que el DNA se 
transcribe y la presencia de la lesion puede senalarla una poli- 
merasa de RNA atorada. Esta via de reparation preferential 
garantiza que estos genes de gran importancia para la celula, 
que son los genes que la celula transcribe de manera activa, 
reciban la prioridad mas alta en la “lista de reparation”. 

2. Un mecanismo lento y menos eficiente es la viagenomicaglo¬ 
bal que corrige las cadenas de DNA en el resto del genoma. 

A pesar de que el reconocimiento de la lesion lo realizan 
quiza diferentes proteinas en las dos vias de NER (paso 1, fig. 
13-26), los pasos que suceden durante la reparation de la lesion 
son muy similares, como se indica en los pasos 2 a 6 de la figu- 
ra 13-26. Uno de los componentes clave de la maquinaria de 
la NER es el factor TFIIH, una gran proteina que tambien 
participa en el initio de la transcription. El descubrimiento 
de la participation de TFIIH establecio un nexo crucial entre 
la transcription y la reparation del DNA, dos procesos que 
antes ya se asumia que eran independientes el uno del otro 
(se analizan en la section Vias experimentales y pueden revisarse 
en www.wiley.com/college/karp). Incluidas dentro de las dife¬ 
rentes subunidades de TFIIH estan dos subunidades (XPB y 
XPD) que poseen actividad de helicasa; estas enzimas separan 
las dos cadenas del duplex (paso 2, fig. 13-26) en la prepara¬ 
tion para la remocion de las lesiones. Un par de endonucleasas 
(paso 3) corta entonces la cadena danada en ambos lados de 
la lesion y el segmento de DNA se elimina (paso 4). Una vez 
suprimido, el espacio se reocupa por medio de una polimerasa 
de DNA (paso 5) y la cadena se liga por medio de una ligasa de 
DNA (paso 6). 

Reparacion de la escision de bases 

Un sistema de reparation de escision separado opera para elimi- 
nar los nucleotidos alterados generados por los reactivos quimi¬ 
cos presentes en la dieta o por el metabolismo. Los pasos en esta 
via de reparation en eucariotas, que recibe el nombre de repa¬ 
racion de la escision de bases (BER), se muestran en la figura 
13-27. El proceso de BER lo inicia una glucosilasa de DNA que 
reconoce la alteration (paso 1, fig. 13-27) y remueve la base por 
medio del corte del enlace glucosidico que une la base al azucar 
de desoxirribosa (paso 2). Se han identificado diferentes glucosi- 
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FIGURA 13-26 Reparacion de la escision de nucleotido. Los siguientes 
pasos se muestran en el diagrama y se describen en el texto: 1) el reco¬ 
nocimiento del dano en la via global lo media una proteina XPC, pero el 
reconocimiento del dano en las vias acopladas a la transcription tiene quizas 
la mediation de una polimerasa de RNA en conjuncion con una proteina 
CSB; 2) separation de las cadenas de DNA (por medio de las proteinas 
XPB y XPD, dos subunidades de helicasa de TFIIH); 3) corte (mediante la 
proteina XPG en el extremo 3 / y el complejo XPF-ERCC1 en el extremo 
5'); 4) elimination; 5) reparacion del DNA por medio de la sintesis (a traves 
de una polimerasa de DNA delta o epsilon), y 6) ligation (mediante una 
ligasa de DNA I). 


lasas de DNA, cada una de ellas mas o menos especifica para un 
tipo en particular de base alterada, incluidos el uracilo (formado 
por la remocion hidrolitica del grupo amino de la citosina), la 
8-oxo-guanina (secundaria al dano de radicales fibres del oxige- 
no, pagina 34) y la 3-metiladenina (generada por la transferencia 
de un grupo metilo de un donante de metilos, pagina 440). 
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Ligasa de DNA I 



FIGURA 13-27 Reparacion de la escision debases. Los pasos se describen en 
el texto. Se conocen otras vias para la BER y se ha mostrado que este meca- 
nismo posee otras vias acopladas para la transcription y reparacion global. 


Estudios estructurales de la glucosilasa de DNA que eli- 
mina 8-oxoguanosina (oxoG) indican que esta enzima se mue- 
ve a lo largo del DNA “inspeccionando” cada uno de los pares 
de bases G-C dentro del duplex de DNA (fig. 13-28, paso 1). 
Durante el proceso de inspection, cualquier base que este parea- 
da con una citosina al parecer es desviada 180° fuera de la helice 
de DNA y hacia el cuerpo de la enzima (paso 2). Si la base que 
se inspecciona resulta ser una oxoG, embona en el sitio activo de 
la enzima (paso 3) y es escindida de su azucar complementario. 
En cambio, si la base extruida es una guanina normal, que solo 
difiere en estructura de la oxoG por dos atomos, es incapaz de 
embonar en el sitio activo de la enzima (paso 4) y es devuelta a 
su position apropiada dentro de la pila de bases. Una vez que 
la purina o pirimidina alterada se elimina, el remanente “deca- 
pitado” de la desoxirribosa de fosfato en el sitio se suprime por 
la action combinada de una endonucleasa especializada (AP) y 
una polimerasa de DNA. La AP corta el esqueleto de DNA (fig. 
13-27, paso 3) y la actividad de fosfodiesterasa de la polimerasa 
beta remueve el azucar-fosfato remanente que estaba unido a la 
base eliminada (paso 4). La polimerasa beta ocupa entonces el 
espacio al insertar un nucleotido complementario a la cadena no 
danada (paso 5) y la cadena se liga por medio de una ligasa de 
DNA III (paso 6). 

El hecho de que la citosina pueda convertirse en uracilo 
puede explicar por que la selection natural favorecio el uso de 
la timina, mas que el uracilo, como una base del DNA, a pesar 
de que el uracilo estuvo al parecer presente en RNA cuando 
este sirvio como material genetico durante la evolution tempra- 
na de la vida (pag. 457). Si el uracilo se hubiera retenido como 
una base de DNA habria causado dificultades en los sistemas de 
reparation para distinguir entre un uracilo “relacionado” con un 
sitio particular y uno que se genero a partir de una alteration de 
la citosina. 


Reparacion de la union deficiente 

Ya se menciono que las celulas pueden eliminar bases mal uni- 
das incorporadas por la polimerasa de DNA y las que se escapan 
de la lectura y correction por medio de la enzima exonucleasa. 
Este proceso se conoce como reparacion de la union deficien¬ 
te (MMR). Un apareamiento erroneo de pares de bases cau¬ 
sa una distorsion en la geometria de la doble helice que puede 
reconocer una enzima de reparation. Empero, ^de que forma la 
enzima par “reconoce” que miembro del apareamiento erroneo 
es el nucleotido incorrecto? Si se eliminara uno de los nucleo- 
tidos al azar, deberia haber una probabilidad de cometer error 
en 50% de las veces, lo que crearia una mutation permanente en 
el sitio. Por lo tanto, para reparar el problema del apareamiento 
erroneo luego que la polimerasa de DNA pasa por el sitio, es 
indispensable que el sistema de reparation pueda distinguir la 
cadena recien sintetizada que contiene el nucleotido incorrecto 
de la cadena progenitora que posee el nucleotido correcto. En E. 
coli, las dos cadenas se distinguen por la presencia o ausencia de 
grupos metilo. La cadena parental tiene grupos metilo unidos a 
ciertos residuos de adenosina, aunque la cadena sintetizada de 
novo no se metila por un periodo despues de la replication. El 
sistema de reparation vigila al DNA antes de este paso de meti- 
lacion; cuando un apareamiento erroneo se reconoce, la enzima 
siempre remueve y remplaza los nucleotidos de la cadena no 
metilada, lo cual garantiza que esta restaure el par de bases ori¬ 
ginal. La metilacion del DNA parece que no se utiliza como un 


















































13.2 REPARACION DEL DNA 565 



FIGURA 13-28 Detection de danos de bases durante la BER. En el paso 1, 
una glucosilasa de DNA (llamada hOGGl) inspecciona una base pareada 
con citosina. En el paso 2, la base es proyectada fuera del duplex de DNA. 
En este caso, la base resulta ser una version oxidada de guanina, la 8-oxo- 
guanina, y tiene la capacidad de embonar en el sitio activo de la enzima 
(paso 3) en el punto en que se escinde de su azucar acompanante. Los pasos 


posteriores de la BER se mostraron en la figura 13-27. En el paso 4, el azu¬ 
car extruido es una guanina normal, que no embona en el sitio activo de la 
glucosilasa y es devuelta a la pila de bases. (Basada en una figura de S. S. 
David, con autorizacion de Nature 434:569,2005; © copyright 2005 
por Macmillan Magazines Limited.) 


sistema de reparation de apareamiento erroneo en eucariotas y 
el mecanismo de identification de la cadena nuevamente sinte- 
tizada permanece todavia indefinido. 


Reparation de la rotura de doble cadena 

Los rayos X, los rayos gamma y las particulas liberadas por los 
atomos radiactivos se describen como radiation ionizante debido 



a que generan iones que atraviesan la materia. Millones de rayos 
gamma pasan a traves del cuerpo cada minuto. Cuando estas 
formas de radiation colisionan con una molecula fragil, como el 
DNA, provocan a menudo roturas en ambas cadenas de la doble 
helice. Las roturas de la doble cadena (DSB) tambien pueden 
deberse a ciertos quimicos, incluidos los utilizados en la quimio- 
terapia del cancer (p. ej., bleomicina) y radicales fibres genera- 
dos por el metabolismo normal de la celula (pag. 34). Las DSB 
tambien se inducen durante el dano al DNA en la replication. 
Una sola rotura de la doble cadena puede causar anormalidades 
cromosomicas serias y, al final, son letales para las celulas. Las 
DSB pueden repararse por medio de diferentes vias alternas. 
La via principal en las celulas de mamiferos se llama union de 
extremos no homologos ( NHEJ ), en la cual un complejo de pro- 
teinas se une a los extremos rotos del duplex de DNA y catafiza 
una serie de reacciones que de nueva cuenta une las cadenas 
rotas. Los pasos que suceden durante la NHEJ se describen en 
la figura 13-29 a. La figura 13-29$ muestra los nucleos de fibro- 
blastos humanos previamente tratados con laser para inducir un 
grupo localizado de rotura de la doble cadena y luego tenidos 
para detectar la presencia de la proteina Ku en varios instantes 


Inmediatamente 2 h 8 h 



(b) 


FIGURA 13-29 Reparation de la rotura de doble cadena por medio de 
la union de extremos no homologos, a ) En este modelo simplificado de la 
reparation de la rotura de la doble cadena, una proteina heterodimerica 
en forma de anillo llamada Ku detecta la lesion (paso 1) y se une a los 
extremos rotos del DNA (paso 2). La proteina Ku unida al DNA recluta 
a otra proteina, denominada DNA-PK cs , la cual es la subunidad catalitica 
de una cinasa dependiente de DNA (paso 3). Los sustratos fosforilados por 
esta cinasa de proteina se desconocen. Estas proteinas mantienen juntos 
los extremos del DNA roto en una forma tal, que es posible que los una 
la ligasa de DNA IV para regenerar un DNA duplex intacto (paso 4). b ) 


Analisis temporal de la localization de Ku en sitios de formation de DSB 
inducida por la radiation con microhaces laser en un sitio indicado por las 
puntas de flecha. La proteina Ku NHEJ se localiza en el sitio del dano 
inmediatamente despues de la radiation pero solo permanece ahi un breve 
instante, que se supone es lo que dura la reparation del dano. Las microgra- 
fias se tomaron 1) inmediatamente despues, 2) a las 2 h y 3) 8 h despues de 
la radiation. (5, tomada de Jong-Soo Kim, et al., cortesia de Kyoko 
Yokomori, J. Cell Biol. 170:344,2005; con autorizacion del titular 

DEL COPYRIGHT, LA ROCKEFELLER UNIVERSITY.) 

























566 Capftulo 13 REPLICACION Y REPARACION DEL DNA 


despues del tratamiento con laser. Se observa que esta proteina 
de reparation NHEJ se localiza en el sitio de las DSB inmedia- 
tamente despues de su aparicion. Las celulas que pierden una 
de las proteinas requeridas para el proceso de NHEJ son muy 
sensibles a la radiation ionizante. Otra via de reparation de la 
rotura de la doble cadena incluye la recombination genetica y es 
considerablemente mas compleja. Los defectos en ambas vias de 
reparation se han vinculado con un incremento de la suscepti- 
bilidad al cancer. 


REVISION 


1 . 


2 . 


Compare los sucesos de la reparation de la escision de 
nucleotidos y la reparation de la escision de bases. 

<;Por que es importante en la reparation del apareamien- 
to erroneo que la celula distinga las cadenas parentales 
de las cadenas nuevamente sintetizadas?, ^como se lleva 
a cabo lo anterior? 


PERSPECTIVA HUMANA 



Consecuencias de las deficiencias delsistema de reparacion del DNA 


Nuestra existencia es posible por la luz solar, que suministra la energia 
captada durante la fotosmtesis. Sin embargo, el Sol tambien emite una 
corriente continua de rayos ultravioleta que envejece y provoca muta- 
ciones en las celulas de la piel. Los efectos nocivos del Sol se muestran 
de manera mas notable al analizar una rara enfermedad genetica rece- 
siva, el xeroderma pigmentoso (XP ). Los pacientes con XP poseen un 
sistema de reparacion deficiente que no puede remover segmentos de 
DNA danados por la radiation ultravioleta. Como resultado, las perso¬ 
nas con XP son muy sensibles a la luz solar; incluso la exposition muy 
limitada a los rayos directos del Sol puede ocasionar la aparicion de un 
gran numero de manchas pigmentadas de color oscuro sobre las regio- 
nes expuestas del cuerpo (fig. 1) y un riesgo elevado de desarrollar can- 
ceres de piel fatales y desfigurantes. Para los individuos con XP es util 
el uso de cremas dermicas que contienen enzimas que reparan el DNA. 
Estas enzimas estan contenidas en liposomas que al parecer penetran la 
capa externa de la piel y participan en las vias de reparacion. 

El XP no es el unico trastorno genetico caracterizado por defi- 
ciencia del sistema de reparacion de la escision de nucleotidos. El sin- 
drome de Cockayne (CS) es una alteration hereditaria reconocible por 
una sensibilidad aguda a la luz, alteraciones neurologicas secundarias 
como la desmielinizacion de neuronas y anormalidades del desarrollo, 
aunque con incremento escaso o nulo de padecer cancer de piel. Las 
celulas de las personas con CS son deficientes en la via preferential 
por medio de la cual se repara un DNA activo desde el punto de vista 
transcripcional (pag. 563). El resto del genoma se repara a una tasa 
normal, lo que al parecer explica por que estos individuos no estan 
sujetos a mayor probabilidad de cancer dermico. <;Por que las personas 
con deficiencias en el mecanismo de reparacion estan sometidas a alte¬ 
raciones especificas como el enanismo? En la mayoria de los casos de 
CS puede encontrarse una mutation en uno de los dos genes, ya sea 
CSA o CSB, que participan en el acoplamiento de la transcription a la 
reparacion del DNA (vease fig. 13-26). Las mutaciones en estos genes, 
ademas de afectar la reparacion del DNA, tambien pueden alterar la 
transcription de ciertos genes y llevar al retraso del crecimiento y un 
desarrollo anormal del sistema nervioso. Esta posibilidad la apoya el 
hallazgo de que en algunos casos los sintomas de CS tambien pueden 
observarse en personas con XP que portan mutaciones especificas en el 
gen XPD. Como se ha senalado en la pagina 563, el gen XPD codifica 
a una subunidad de un factor de transcription TFIIH requerido para el 
initio de la transcription. Las mutaciones en el gen XPD podrian llevar 
a los defectos de la reparacion del DNA y la transcription. Ciertas 
mutaciones en el gen XPD causan otra enfermedad, la tricotiodistrofia 
(TTD), la cual tambien combina sintomas sugestivos de defectos en 
la reparacion del DNA y la transcription. Al igual que los pacientes 


con CS, los individuos con TTD muestran una sensibilidad aumen- 
tada a la luz solar pero sin el riesgo incrementado de desarrollar can¬ 
cer. Los enfermos con TTD sufren sintomas adicionales que incluyen 
pelo quebradizo y piel con escamas. Estos hallazgos indican que los 
tres padecimientos distintos (XP, CS y TTD) se deben a defectos en 
un solo gen, con la enfermedad determinada de manera particular por 
las mutaciones especificas presentes en el gen. Es de suponer que esas 
diferentes mutaciones afectan diversas funciones de la proteina. 

Las personas con alteraciones de la reparacion del DNA no son 
los unicos individuos que deben preocuparse acerca de la exposition al 
Sol. Incluso en celulas de la piel cuyas enzimas de reparacion funcionan 
a niveles optimos, cierta fraction de las lesiones no se elimina ni susti- 
tuye. Las alteraciones del DNA pueden ocasionar mutaciones capaces 
de convertir una celula en maligna. Asi, una de las consecuencias de la 
correction incompleta del dano inducido por luz ultravioleta es el ries¬ 
go de cancer de piel. Considerense las siguientes estadisticas: mas de un 



FIGURA 1 Son evidentes las regiones pigmentosas oscuras de la piel en este 
nino con xeroderma pigmentoso. El area de la piel por debajo del menton 
se encuentra protegida del Sol y no muestra ninguna lesion. (Ken Greer/ 
Visuals Unlimited.) 
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millon de personas desarrollan una de las tres formas de cancer cutaneo 
cada ano en Estados Unidos y algunos de estos casos se atribuyen a la 
exposition excesiva a los rayos ultravioleta del Sol. Por fortuna, las dos 
formas mas comunes de cancer de la piel (carcinoma de celulas basales 
y carcinoma celular escamoso) rara vez se diseminan a otras partes del 
cuerpo y por lo general pueden eliminarse en el consultorio. Estos dos 
tipos de tumoracion se originan en las celulas epiteliales de la piel. 

Sin embargo, el melanoma maligno, un tercer tipo de cancer de 
la piel, es un asesino potential. A diferencia de los otros, los melano¬ 
mas se desarrollan a partir de las celulas pigmentarias de la piel. El 
numero de casos de melanoma diagnosticados en Estados Unidos se 
ha incrementado a una velocidad alarmante hasta 4% por ano debido a 
la mayor cantidad de horas que la gente se expone al Sol en las ultimas 
decadas. Los estudios sugieren que uno de los factores mas importantes 
de riesgo para desarrollar melanoma en un adulto es la presencia de 
quemaduras solares en la infancia o la adolescencia. Es muy importan- 
te, de esta forma, prevenir tales quemaduras en la infancia. 

El XP es una afeccion muy rara, pero el cancer de colon es algo 
mas comun. Se ha estimado que mas de 15% de los casos de cancer 


de colon puede atribuirse a mutaciones de los genes que codifican las 
proteinas requeridas para la reparation de los apareamientos de bases 
erroneos. Las mutaciones que inutilizan al sistema de reparation de los 
apareamientos de bases erroneos llevan de modo inevitable al aumento 
de la frecuencia de las mutaciones de otros genes debido a que los 
errores cometidos durante la replication no se corrigen. 

El cancer tambien es una de las consecuencias de la rotura del 
DNA de doble cadena no reparada, o reparada de forma incorrecta. Las 
roturas en el DNA pueden ser secundarias a una variedad de agentes 
ambientales comunes, como rayos X, rayos gamma y emisiones radiac- 
tivas. El peligro ambiental mas serio es el que proviene quiza del radon 
( 222 Rn), un isotopo radiactivo formado durante la desintegracion del 
uranio. Algunas areas del planeta contienen altos niveles de uranio en 
el suelo y las casas construidas en estas regiones pueden contener nive¬ 
les peligrosos del gas. Cuando se inhala pueden ocasionarse danos del 
DNA, como la rotura de la doble cadena, que incrementan el riesgo de 
cancer pulmonar. Una fraction notoria de muertes de cancer pulmonar 
en los no fumadores se debe tal vez a la exposition del radon. 


15.5 1TRE LA REPLICACION _ 

Y LA REPARACIQN 

La section Perspectiva humana describe una enferme- 
dad hereditaria (el xeroderma pigmentoso [XP]) que provoca 
en los pacientes una incapacidad para reparar ciertas lesiones 
consecutivas a la exposition a la radiation ultravioleta. Los suje- 
tos con la forma “tipica” del XP tienen un defecto en uno de 
los siete genes que intervienen en la reparation de la escision 
de nucleotidos (pag. 563). Estos genes se designan como XPA, 
XPB, XPC, XPD, XPE, XPFyXPG y algunas de sus funcio- 
nes en la NER se indican en el pie de la figura 13-26. Se ha 
identificado a otro grupo de individuos que, tal y como los que 
padecen XP, es muy susceptible a desarrollar cancer de piel como 
resultado de la exposition al Sol. Sin embargo, a diferencia de las 
celulas de los pacientes que tienen XP, las celulas de estos sujetos 
poseen el mecanismo de reparation de la escision de nucleoti¬ 
dos y solo fueron un poco mas sensibles a la luz ultravioleta en 
comparacion con las celulas normales. Esta sensibilidad a la luz 
ultravioleta incrementada se revelo durante la replication, cuan¬ 
do estas celulas producen con frecuencia cadenas hijas fragmen- 
tadas despues de la radiation ultravioleta. Los sujetos de este 
grupo padecen una variante de XP llamada XP-V. Mas adelante 
se vuelve a este defecto basico del XP-V. 

Como se ha visto en la section previa, las celulas pueden 
reparar una gran variedad de lesiones del DNA. Sin embargo, 
en ocasiones una lesion en el DNA no se repara al momento 
que este segmento se somete a replication. En ciertas ocasiones, 
la maquinaria de replication llega al sitio danado en la cadena 
molde y permanece alii. Cuando esto sucede, algun tipo de serial 
emitida lleva al reclutamiento de una polimerasa especializada 

SINOPSIS 

La replicacion del DNA es semiconservadora, lo que significa que 
durante la division celular cada una de las celulas hijas recibe una 
mitad del duplex original. Este mecanismo de replicacion lo sugirie- 
ron por vez primera Watson y Crick como parte de su modelo de la 


que es capaz de saltar la lesion. 4 Supongase que la lesion en 
cuestion es un dimero de timidina (fig. 13-25) y se debe a la 
exposition a la radiation ultravioleta en una celula de la piel. 
Cuando la polimerasa de replication (delta) alcanza el obstacu- 
lo, la enzima se remplaza de forma temporal por una polimerasa 
de DNA “especializada” designada como Tj, la cual es capaz de 
insertar dos residuos de A en la cadena nuevamente sintetizada 
enfrente de los dos residuos de T que estan unidos de manera 
covalente como parte de un dimero. Una vez que este “salto del 
dano” se realiza, la celula regresa a la polimerasa de replication 
normal y la sintesis de DNA continua sin mostrar ningun signo 
de que un problema serio se ha resuelto. Como se ha notado, 
los pacientes afectados con el XP-V tienen una mutation en el 
gen que codifica a la polimerasa T| y tienen una dificultad para 
reparar los pasados dimeros de timidina. 

Descubierta en 1999, la polimerasa r| es un miembro de 
una familia de polimerasas de DNA especializadas en incorpo- 
rar nucleotidos de tipos opuestos en las lesiones del DNA de la 
cadena molde. Las polimerasas de esta familia estan capacitadas 
en la sintesis translesional ( TLS ) y tienen una capacidad unica 
para incorporar los nucleotidos que deberian estar pareados con 
la version no danada de la base del molde. Estas polimerasas 
solo son capaces de incorporar unos cuantos nucleotidos de la 
cadena de DNA (carecen de la capacidad de ser procesivas), 
tampoco tienen la capacidad de lectura y correction y es mucho 
mas comun que incorporen un nucleotido incorrecto (p. ej., no 
complementario) que las polimerasas comunes. 


4 Una celula tiene otras opciones cuando se encuentra con una situation de interrup¬ 
tion de la replicacion, pero son mas complejas, no se comprenden por completo y no 
se revisaran en esta obra (vease Nat. Rev. Mol. Cell Biol 6:943.2005) 


estructura del DNA. Elios senalaron que la replicacion ocurre por la 
separation gradual de las cadenas debido al rompimiento de los puen- 
tes de hidrogeno, de modo que cada cadena puede servir como molde 
para la formation de una cadena complementaria. Pronto se confirmo 
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este modelo en las celulas bacterianas y eucariotas al demostrar que las 
celulas de una generation que se transfieren a medios marcados con 
radiactividad producen celulas hijas cuyo DNA posee una cadena mar- 
cada y una cadena no marcada (pag. 543). 

El mecanismo de replication se entiende mejor en celulas 
bacterianas. La replication se inicia en un solo origen sobre el cromo- 
soma bacteriano circular y procede hacia afuera en ambas direcciones 
como un par de horquillas de replication. Las horquillas de replica- 
cion son sitios en los que se desenrolla la doble helice y se incorporan 
nucleotidos en ambas cadenas recien sintetizadas (pag. 546). 

Una familia de polimerasas de DNA cataliza la sintesis del DNA. La 

primera de estas enzimas que se caracterizo fue la polimerasa de DNA I 
de E. coli. Para catalizar la reaction de polimerizacion, la enzima requie- 
re cuatro trifosfatos de desoxirribonucleosido, un molde de la cadena 
que debe copiar y un iniciador que contenga un OH 3' libre al cual se 
puedan anadir nucleotidos. El iniciador es necesario porque la enzima 
no puede empezar la formation de una cadena de DNA. Mas bien solo 
es capaz de anadir nucleotidos en el extremo 3' terminal hidroxilo de 
una cadena existente. Otra caracteristica inesperada de la polimerasa 
de DNA I es que solo puede polimerizar una cadena en direction 5' —> 
3'. Se presupone que las dos cadenas nuevas se sintetizarian en direccio¬ 
nes opuestas por polimerasas que se mueven en direcciones opuestas a 
lo largo de las dos cadenas progenitoras molde. Este proceso se explico 
al demostrar que las dos cadenas se sintetizan de manera muy diferente 
(pag. 547). 

Una de las cadenas recien sintetizadas (la cadena adelantada) crece 
en direction de la horquilla de replication y se sintetiza de mane¬ 
ra continua. La otra cadena recien sintetizada (la cadena retrasada) 
crece y se aleja de la horquilla y se sintetiza de manera discontinua. 

En celulas bacterianas, la cadena retrasada se sintetiza como fragmen- 
tos de unos 1 000 nucleotidos de largo, denominados fragmentos de 
Okazaki, que se unen por enlaces covalentes entre si mediante una liga- 
sa de DNA. En cambio, la cadena adelantada se sintetiza como cadena 
simple continua. Ni la cadena continua ni los fragmentos de Okazaki 
pueden iniciarse por action de la polimerasa de DNA; en vez de ello, 
empiezan como un iniciador de RNA corto sintetizado por un tipo de 
polimerasa de RNA llamado primasa. Despues de ensamblar el inicia¬ 
dor de RNA, la polimerasa de DNA continua la sintesis de la cadena 
o el fragmento como DNA. A continuation el RNA se degrada y el 
espacio lo ocupa DNA (pag. 548). 

Los sucesos observados en la horquilla de replication exigen una 
variedad de diferentes tipos de proteinas que tienen funciones 
especializadas. Entre tales proteinas figuran las siguientes: una girasa 
de DNA, que es un tipo de topoisomerasa II necesaria para liberar la 
tension que se genera como resultado del desenrollamiento del DNA; 
una helicasa de DNA que desenrolla el DNA y separa las cadenas; pro- 
teinas que se unen de modo selectivo al DNA de cadena sencilla y evitan 
que se vuelvan a reconectar; una primasa, que sintetiza los iniciadores 
de RNA, y una ligasa de DNA que sella los fragmentos de la cadena 
retrasada para formar un polinucleotido continuo. La polimerasa de 
DNA III es la enzima que sintetiza el DNA de manera primaria y ana- 
de nucleotidos a cada iniciador de RNA, en tanto que la polimerasa de 
DNA I se encarga de eliminar los iniciadores de RNA y remplazarlos 
con DNA. Se cree que dos moleculas de polimerasa de DNA III se 
desplazan juntas en forma de un complejo (replisoma) a lo largo de sus 
respectivas cadenas molde. Esto se efectua conforme la cadena retrasa¬ 
da se pliega hacia atras sobre si misma (pag. 550). 

Las polimerasas de DNA poseen sitios cataliticos separados para la 
polimerizacion y degradation de las cadenas de acido nucleico. La 

mayoria de las polimerasas de DNA tienen actividades de exonucleasa 
5' —> 3' y 3' —> 5'. La primera actua para degradar los iniciadores de 
RNA de cada fragmento de Okazaki y la segunda remueve los nucleo¬ 
tidos inapropiados despues de su incorporation erronea, lo cual con- 
tribuye a la fidelidad de la replication. Se estima que alrededor de uno 


de cada 10 9 nucleotidos se incorpora de manera incorrecta durante la 
replication en E. coli (pag. 554). 

La replication en celulas eucariotas sigue un mecanismo similar 
y emplea proteinas semejantes a las utilizadas por los procariotas. 

Todas las polimerasas de DNA que participan en la replication alargan 
las cadenas de DNA en direction S' —> 3'. Ninguna de estas inicia la 
sintesis de cadenas sin un iniciador. La mayoria posee una actividad de 
exonucleasa —> 5 r , lo que garantiza que la replication ocurra con gran 
fidelidad. A diferencia de los procariotas, la replication en los euca¬ 
riotas se inicia de manera simultanea en muchos sitios a lo largo del 
cromosoma, con las horquillas de replication hacia adelante en ambas 
direcciones de cada sitio de inicio. Estudios de levaduras indican que 
los origenes de replication contienen sitios de union especifica para 
un complejo multiproteico esencial llamado ORC. Los sucesos en el 
origen aseguran que la replication de cada segmento de DNA, ocurra 
una vez y solo una vez por cada ciclo celular (pag. 556). 

La replication en celulas eucariotas se relaciona de forma estrecha 
con estructuras nucleares. Hay evidencia que indica que buena parte 
de la maquinaria requerida para la replication se vincula con la matriz 
nuclear. Ademas, las horquillas de replication que son activas en cual- 
quier momento se hallan dentro de unos 50 a 250 sitios conocidos 
como lugares de replication. El DNA recien sintetizado se relaciona 
en poco tiempo con nucleosomas.Tetrameros (H3H4) 2 presentes antes 
de la replication permanecen intactos y pasan a las estructuras duplex 
hijas, mientras que los dfmeros H2A/H2B estan separados el uno del 
otro y se unen de modo aleatorio a los tetrameros (H3H4) 2 nuevos y 
viejos en las duplex hijas (pag. 560). 

El DNA esta expuesto a muchas influencias ambientales nocivas, 
entre ellas radiation ionizante, sustancias quimicas comunes y 
radiation ultravioleta. Las celulas poseen diferentes sistemas para 
reconocer y reparar los danos resultantes. Se estima que menos de una 
base se modifica en mil salvamentos estructurados por los sistemas de 
reparation de la celula. Se conocen cuatro principales tipos de sistemas 
para la reparation del DNA. Los sistemas de reparation de la escision 
de nucleotido (NER) funcionan al remover una pequena section de la 
cadena de DNA que contiene la lesion, como un dfmero de pirimidina. 
Durante la NER las cadenas de DNA que alojan la lesion se separan 
por action de una helicasa; una endonucleasa efectua un par de inci- 
siones, la abertura se llena mediante la action de una polimerasa de 
DNA y una ligasa de DNA sella la cadena. La NER repara de forma 
preferential las cadenas molde de genes que estan bajo transcription 
activa. La reparation de la escision de bases elimina diferentes nucleo¬ 
tidos alterados que producen distorsiones menores en la helice del 
DNA. Las celulas poseen una variedad de glucosilasas que reconocen 
y remueven diferentes tipos de bases alteradas. Una vez que las bases 
se remueven la portion restante del nucleotido se desplaza por medio 
de una endonucleasa, el espacio se elimina por medio de la action de 
una fosfodiesterasa y se llena y sella mediante una polimerasa y una 
ligasa. La replication de los pares de bases de apareamiento incorrecto 
es un mecanismo que se encarga de eliminar los nucleotidos incorrec- 
tos incorporados durante la replication que escapan a la correction de 
pruebas efectuadas por la actividad de la polimerasa. En bacterias, la 
cadena sintetizada de nueva cuenta se selecciona para la reparation en 
virtud de la falta de grupos metilo si se compara con la cadena parental. 
La rotura de doble cadena se repara en la forma de proteinas que se 
unen a ambos extremos rotos y se conectan otra vez en sus extremos 
(pag. 562). 

Ademas de las polimerasas de DNA comunes que intervienen en la 
replication del DNA y la reparation, las celulas tambien poseen un 
ordenamiento de polimerasas de DNA que facilita la replication en 
sitios de lesiones del DNA o alineamientos defectuosos. Estas poli¬ 
merasas, que actuan en la sintesis translesional, no tienen la procesivi- 
dad y la capacidad de lectura y correction y muestran mas tendencia al 
error que las polimerasas tfpicas (pag. 567). 
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PREGUNTAS ANALITICAS 


1. Considerese que Meselson y Stahl permitieron en sus experimen- 
tos el crecimiento de las celulas en medios con 14 N y luego las 
transfirieron a un medio con 15 N. ,;C6mo aparecerian las bandas 
en el tubo de centrifugation si la repficacion fuera, de modo res¬ 
pective, semiconservadora, conservadora y dispersadora? 

2. Suponga que aisla una cepa mutante de levadura que repUca su 
DNA mas de una vez por ciclo celular. En otras palabras, cada 
gen en el genoma se replied varias veces entre divisiones celulares 
sucesivas. <;C6mo explicaria este fenomeno? 

3. ,;De que forma los cromosomas del experimento de las celulas 
eucariotas mostrado en la figura 13-4 deberfan aparearse si la 
replicacion ocurre por un mecanismo conservador o dispersador? 

4. Se ha senalado que las celulas poseen una enzima especial para remo¬ 
ver el uracilo del DNA. <:Que sucederia si los grupos uracilo no se 
removieran? (Debe considerar la informacion presentada en la figura 
11-44 respecto de las propiedades de apareamiento del uracilo.) 

5. Dibuje una molecula de DNA de doble cadena que no sirviera 
como molde para la sintesis de DNA por medio de la polimerasa 
de DNA I. 

6. Algunas bacterias mutantes sensibles a la temperatura detienen su 
replicacion inmediatamente despues de la elevation de la tempe¬ 
ratura, pero otras continuan la replicacion del DNA por un tiempo 
antes de suspender su actividad y otras prosiguen hasta completar 
un ciclo de replicacion. <:En que aspectos difieren estos tres tipos 
de mutantes? 


7. Si la tasa de error durante la repficacion en las celulas humanas 
fuera igual que en bacterias (cerca de 10 -9 ), <:cual seria el efecto en 
los dos tipos celulares? 

8. La figura 13-19 muestra los resultados de un experimento en el 
cual las celulas se incubaron con [ 3 H] timidina por menos de 30 
min antes de la fijacion. <;Que deberia esperar en esta fotografia 
despues de una hora de marcaje?, ,;es posible concluir que la repli¬ 
cacion total del genoma se realiza en una hora?, si no es asi, <:cual 
es la razon? 

9. Los origenes de replicacion tienen una region muy rica en pares de 
bases A-T. <:Para que sirven estas secuencias? 

10. <;Que ventajas cabria esperar de que la replicacion del DNA ocurra 
en conjunto con la matriz nuclear en oposicion al nucleoplasma?, 
,:cuales son las ventajas de que la repficacion suceda en pocos luga- 
res? 

11. ^Cuales son algunas de las razones que explican por que se espe- 
raria que las celulas humanas tuvieran mecanismos de reparation 
mas eficientes que los de las ranas? 

12. Al comparar autorradiografias de dos celulas expuestas a [ 3 H] 
timidina, una se obtuvo de la repficacion del DNA (fase S) y la 
otra no. ,:Cual seria la diferencia entre estas autorradiografias? 

13. Construya un modelo que explique como el DNA activo desde el 
punto de vista transcripcional se repara de modo preferencial en 
comparacion con el DNA inactivo. 
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Reproduccion celuiar 


14.1 El ciclo celuiar 

14.2 Fase M: mitosis y citocinesis 

14.3 Meiosis 

perspectiva humana: Falta de 
disyuncion meiotica y sus consecuencias 

v(as experimentales: Descubrimiento 
y caracterizacion del factor promotor 
de maduracion (MPF) 


D e acuerdo con la tercera doctrina de la teoria celuiar, las celulas nuevas solo 
se originan de otras celulas vivas. El proceso por el que esto ocurre se llama 
division celuiar. Para un organismo pluricelular, como un humano o un roble, 
innumerables divisiones de un cigoto unicelular producen un organismo de complejidad 
y organization celuiar impresionantes. La division celuiar no se detiene con la formation 
del organismo maduro sino que en ciertos tejidos continua durante toda la vida. Millones 
de celulas que se encuentran dentro de la medula de los huesos o en el recubrimiento 
del intestino de cualquier ser humano estan dividiendose en este momento. Esta enorme 
production celuiar es necesaria para reponer las celulas viejas o muertas. 

Aunque la division celuiar ocurre en todos los organismos, esta se lleva a cabo de 
manera muy diferente en los procariotas y en los eucariotas. La description de este capi- 
tulo se limita a la version eucariota y se tratan dos tipos distintos de division celuiar 
eucariota. La mitosis que conduce a la production de celulas con caracteristicas geneticas 
identicas a las de su antecesora, mientras que en la meiosis se producen celulas con la 
mitad del contenido genetico de la celula madre. La mitosis sirve de base para producir 
celulas nuevas, mientras que la meiosis es la base para producir nuevos organismos con 
reproduccion sexual. Estos dos tipos de division celuiar juntos forman los eslabones de la 
cadena entre los padres y sus descendientes y, en un sentido mas amplio, entre las especies 
vivas y las primeras formas de vida eucariota en la Tierra. • 


Micrografia con fluorescencia de un huso mitotico que se ensamblo en un extracto libre de celulas , preparado 
a partir de huevos de rana , que son celulas que carecen de centrosoma. Las esferas rojas son cuentas cubiertas 
con cromatina que se agregaron al extracto. En esta micrografia resulta evidente que un huso bipolar puede 
ensamblarse en ausencia de cromosomasy centrosomas. (Reimpresa con autorizacion de R. Heald, et 
al. Nature vol. 382, portada de 8/1/96; © derechos reservados 1996, Macmillan Magazines 
Limited.) 
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14.1 EL CICLQ CELULAR _ 

En una poblacion de celulas en division, ya sea dentro 
del cuerpo o en una caja de cultivo, cada celula pasa por una serie 
de etapas definidas que constituyen el ciclo celular (fig. 14-1). 
El ciclo celular puede dividirse en dos fases principales con base 
en las actividades celulares visibles con un microscopio optico: la 
fase M y la interfase. La fase M incluye: 1) el proceso de mitosis, 
durante el cual los cromosomas duplicados se separan en dos 
nucleos, y 2) la citocinesis, en la que toda la celula se divide en 
dos celulas hijas. La interfase es el periodo entre las divisiones 
celulares, es un intervalo donde la celula crece y efectua diversas 
actividades metabolicas. Mientras que la fase M solo suele durar 
alrededor de 1 h en las celulas de mamiferos, la interfase puede 
extenderse por dias, semanas o mas tiempo, segun el tipo celular 
y las condiciones imperantes. 

Aunque la fase M es el periodo en que el contenido de la 
celula se divide en realidad, durante la interfase ocurren muchos 
preparativos para la mitosis proxima, inclusive la replicacion del 
DNA (acido desoxirribonucleico) celular. Podria suponerse que 
la celula realiza la replicacion durante la interfase, pero estudios 
efectuados en el decenio de 1950 respecto a cultivos asincroni- 
cos (cultivos cuyas celulas estan distribuidas al azar en distintos 
momentos del ciclo celular) mostraron que no es asi. Como se 
describe en el capitulo 13, la replicacion del DNA puede seguir- 
se mediante la incorporation de [ 3 H]timidina al DNA recien 
sintetizado. Si se aplica [ 3 H]timidina a un cultivo celular duran¬ 
te un periodo corto (p. ej., 30 min) y una muestra de la poblacion 


celular se fija, se seca en un portaobjetos y se examina mediante 
autorradiografia, se observa que solo una fraction de las celu¬ 
las tiene nucleos radiactivos. Entre las celulas que realizaban la 
mitosis en el momento de la fijacion (como se demuestra por sus 
cromosomas compactos) no se encontro ninguna con radiactivi- 
dad nuclear. Estas celulas mitoticas tienen cromosomas sin mar- 
ca porque no experimentaban la replicacion del DNA durante el 
periodo de marcado. 

Tampoco se encuentran celulas con cromosomas mitoti- 
cos marcados si se permite que el proceso de marcado conti¬ 
nue durante una o varias horas antes de tomar la muestra de las 
celulas (fig. 14-2). Con estos resultados puede concluirse que 
hay un periodo definido entre el final de la sintesis de DNA 
y el principio de la fase M. Este periodo se denomina G 2 (por 
segunda brecha ,gap en ingles). La duration de G 2 se descubre 
al continuar el muestreo celular del cultivo hasta encontrar cro¬ 
mosomas mitoticos marcados. Las primeras celulas con cromo¬ 
somas mitoticos marcados debieron estar en las ultimas etapas 
de la sintesis del DNA al principio de la incubation con [ 3 H] 
timidina. La duration del intervalo entre el comienzo del perio¬ 
do de marcado y la aparicion de celulas con figuras mitoticas 
marcadas corresponde a la duration de G 2 . 

La duplication del DNA ocurre durante un periodo del 
ciclo celular llamado fase S. La fase S tambien es el periodo en 
el que la celula sintetiza las histonas adicionales que se necesita- 
ran cuando la celula duplique el numero de nucleosomas en sus 
cromosomas (vease fig. 13-24). La duration de la fase S pue¬ 
de determinarse en forma directa. En un cultivo asincronico, el 


Interfase 



FIGURA 14-1 Una revision del ciclo celular euca- 
riota. Este diagrama del ciclo celular indica las 
etapas por las que una celula pasa de una division a la 
siguiente. El ciclo celular se divide en dos fases principales: 
fase M e interfase. La fase M incluye los fenomenos suce- 
sivos de la mitosis y la citocinesis. La interfase se divide 
en fases G 1? S y G 2 ; la fase S es equivalente al periodo de 
sintesis de DNA. La division de la interfase en tres fases 
separadas con base en el momento de la sintesis de DNA 
fue propuesta inicialmente en 1953 por Alma Howard y 
Stephen Pelc del Hammersmith Hospital, Londres, a partir 
de sus experimentos con celulas del meristemo (vegetales). 
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FIGURA 14-2 Resultados experimentales que demuestran que la replica- 
cion ocurre durante un periodo definido del ciclo celular. Se cultivaron 
celulas HeLa durante 30 min en un medio que contenfa [ 3 H]timidina y 
luego se incubaron (siguieron) por periodos diversos en un medio sin marca 
antes de fijarlas y prepararlas para la autorradiograffa. Cada caja de cultivo 
se exploro en busca de celulas que estuvieran en mitosis al momento de 
fijarlas y se trazo la grafica del porcentaje de las celulas cuyos cromosomas 
estaban marcados. (Tomada de un estudio de R. Baserga y F. Wiebel.) 


porcentaje de celulas que realizan una actividad particular es una 
medida aproximada del porcentaje de tiempo que esta actividad 
ocupa en la vida de las celulas. Por tanto, si la duration del ciclo 
celular completo se conoce, la duration de la fase S puede calcu- 
larse a partir del porcentaje de celulas cuyos nucleos adquieren 
marcas radiactivas durante un breve pulso con [ 3 H]timidina. De 
igual manera la duration de la fase M puede calcularse a partir 
del porcentaje de celulas de la poblacion que realizan mitosis 
o citocinesis. Cuando los periodos G 2 + S + M se suman, es 
evidente que hay un periodo adicional en el ciclo celular que 
aun debe explicarse. Esta otra pausa, llamada G 2 (por primera 
brecha, gap ) es el periodo siguiente a la mitosis y previo a la 
sintesis del DNA. 

Ciclos celulares in vivo 

Una de las propiedades que distingue los diversos tipos de celu¬ 
las dentro de una planta o animal es su capacidad para crecer y 
dividirse. Se reconocen tres categorias celulares amplias: 

1. Celulas , como las nerviosas, musculares o eritrocitos, que son 
muy especializadas y carecen de la capacidad para dividirse. 
Una vez que estas celulas se diferencian, permanecen en ese 
estado hasta que mueren. 

2. Celulas que no se dividen en condiciones normales, pero que 
pueden inducirse para iniciar la sintesis de DNA y dividirse 
cuando reciben el estimulo apropiado. Este grupo incluye las 
celulas hepaticas, que pueden estimularse para que proliferen 
mediante la extirpation quirurgica de una parte del higado, y 
los linfocitos, cuya proliferation puede inducirse por interac¬ 
tion con algun antigeno apropiado. 

3. Celulas que tienen un nivel relativamente alto de actividad 
mitotica en condiciones normales. Ciertos tejidos del cuerpo 


mantienen una renovation continua, con formation cons- 
tante de nuevas celulas por division celular. Esta categoria 
comprende las espermatogonias que dan origen a los game- 
tos masculinos, las celulas primordiales hemopoyeticas que 
producen globulos rojos y blancos, y las celulas de la base de 
muchos epitelios que recubren las cavidades corporales y la 
superficie del cuerpo. Las celulas hasta cierto punto no espe¬ 
cializadas del meristemo apical que se localiza cerca de las 
puntas de las raices y los tallos vegetales tambien muestran 
una division celular rapida y continua. 

La duration de los ciclos celulares varia desde 30 min en 
un embrion de rana que se divide y cuyas celulas carecen de 
fases Gj y G 2 , hasta varios meses en los tejidos de crecimien- 
to lento, como el higado de los mamiferos. Con unas cuantas 
excepciones notables, las celulas que dejaron de dividirse, ya sea 
en forma temporal o permanente, en el cuerpo o en un cultivo, se 
encuentran en una etapa previa al initio de la sintesis de DNA. 
Se dice que las celulas que se detienen en tal estado (que abarca 
la mayoria de las celulas del cuerpo) se encuentran en el estado 
G 0 para distinguirlas de las celulas en la fase G 2 tipica que 
pronto podrian entrar en la fase S. Como se explica adelante, 
una celula debe generar una serial interna para pasar de la fase 
G 0 oG,a la fase S. Una vez que la senal para iniciar la replica¬ 
tion del DNA se produce, la celula siempre completa la ronda 
de sintesis de DNA y continua a traves de la mitosis. 

Control del ciclo celular 

El estudio del ciclo celular no solo es importante para la biolo- 
gia celular, tambien tiene enormes implicaciones practicas para 
combatir el cancer, una enfermedad ocasionada por la perdida 
de la capacidad de una celula para regular su propia division. 
Una serie de experimentos de fusion celular realizados por Potu 
Rao y Robert Johnson de la University of Colorado en 1970 abrio 
el camino para comprender como se regula el ciclo celular. 

Rao y Johnson querian saber si el citoplasma de las celu¬ 
las contiene factores reguladores que afectan las actividades del 
ciclo celular. Abordaron esta pregunta con la fusion de celulas 
de mamiferos que estaban en diferentes etapas del ciclo celular. 
En un experimento, fusionaron celulas en G 2 con celulas en la 
fase S y formularon la siguiente pregunta: ^el citoplasma donado 
por la celula G 2 sin replication contiene factores que bloquean la 
replication del DNA en el nucleo que se encuentra en fase S, o 
el citoplasma de la celula en fase S contiene factores que estimu- 
lan la replication de DNA en el nucleo que se encuentra en fase 
Gj? Encontraron que el nucleo de la celula hibrida que provenia 
de la celula en fase G 2 se activaba con el citoplasma de fase S 
para iniciar la replication. Estos resultados sugerian que el cito¬ 
plasma de una celula en replication contiene factores capaces de 
difundirse que estimulan el initio de la sintesis de DNA en los 
nucleos que se encontraban en fase G r En cambio, los nucleos 
en fase G 2 no iniciaban otra ronda de sintesis de DNA cuando 
se fusionaban celulas en fase G 2 y en fase S. Esta observation 
sugirio que los nucleos en fase G 2 , que ya replicaron el DNA, no 
pueden responder mas a los factores de initiation presentes en el 
citoplasma de la celula en fase S. La base de este hallazgo puede 
verse en la figura 13-20; el comienzo de la replication requiere el 
ensamble de un complejo previo a la replication, que solo puede 
ocurrir al principio de la fase G r 
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FIGURA 14-3 Demostracion experimental de que las celulas contienen 
factores que estimulan el inicio de la mitosis. Las fotografias muestran 
los resultados de la fusion de una celula HeLa en fase M con una celula 
PtK2 de rata canguro que estaba en ( a ) fase Gj, ( b ) fase S o (c) fase G 2 al 
momento de la fusion celular. Como se describe en el texto, la cromatina 


de las celulas PtK2 en fase Gj y en fase G 2 se somete a compactacion pre¬ 
matura, mientras que la de la celula en fase S se pulveriza. Las cromatides 
alargadas de la celula en fase G 2 en (c) son el doble en comparacion con 
las de la celula Gj en (a). (Tomada de Karl Sperling y Potu N. Rao, 
Humangenetik 23:437,1974.) 


Los resultados de otros experimentos de fusion celular 
sugirieron que la transition de G, a M tambien se induce por 
factores citoplasmicos. Por ejemplo, cuando se fusionaron celu¬ 
las mitoticas con celulas que estaban en otras etapas del ciclo 
celular, la celula mitotica siempre inducia la compactacion de 
cromatina en el nucleo de la celula no mitotica (fig. 14-3). Si se 
fusionaba una celula en fase G 2 con otra en fase M, la croma¬ 
tina del nucleo en fase G 2 presentaba compactacioii cromosomica 
prematura para formar un conjunto de cromosomas compac- 
tados alargados (fig. 14-3a). Si se fusionaba una celula en fase 
M con una en fase G 2 , los cromosomas tambien presentaban 
compactacion cromosomica prematura pero, a diferencia de 
los del nucleo G 2 , los cromosomas compactados G 2 se veian 
duplicados, lo que reflejaba el hecho de que la replication ya 
habia ocurrido (fig. 14-3r). Si se fusionaba una celula mitotica 
con una celula en fase S, la cromatina de la fase S tambien se 
compactaba (fig. 14-3^). Sin embargo, el DNA en replication 
es muy sensible al dano, por lo que la compactacion del nucleo 
en fase S condutia a la formation de fragmentos cromosomicos 
“pulverizados” en lugar de cromosomas compactos intactos. El 
conjunto de los resultados de estos experimentos sugirio que las 
transiciones de G t a S y de G 2 a M estaban bajo un control 
positivo, o sea, que ambos cambios se debian a la presencia de 
algun agente estimulante. 

La funcion de las proteincinasas Aunque los experimentos 
de fusion celular revelaron la existencia de factores que regulan 


el ciclo celular, estos no brindaron information respecto a las 
propiedades bioquimicas de esos factores. Los primeros indicios 
acerca de la naturaleza de los agentes que inician la replication 
del DNA y promueven el ingreso de la celula a la mitosis (o 
meiosis) se obtuvieron en una serie de experimentos con oocitos 
y embriones jovenes de ranas e invertebrados. Estos experimen¬ 
tos se describen en la section Vias experimentales al final de este 
capitulo. En resumen, se demostro que la entrada de una celula 
en la fase M se inicia por una proteina llamada factor promotor 
de maduracion ( MPF). El MPF tiene dos subunidades: 1) una 
subunidad con actividad de cinasa que transfiere grupos fosfato 
del ATP a residuos especificos de serina y treonina de sustra- 
tos proteicos especificos y 2) una subunidad reguladora llamada 
ciclina. El termino “ciclina” se acuno porque la concentration de 
esta proteina reguladora se eleva y disminuye con un patron pre- 
decible en cada ciclo celular (fig. 14-4). Cuando la concentration 
de ciclina es baja, la cinasa carece de la subunidad ciclina y como 
resultado permanece inactiva. Si la concentration de ciclina se 
eleva, la cinasa se activa, lo que hace que la celula ingrese en la 
fase M. Estos resultados sugirieron que: 1) la progresion de las 
celulas a la mitosis depende de una enzima cuya unica actividad 
es fosforilar otras proteinas y 2) que la actividad de esta enzima 
esta controlada por una subunidad cuya concentration varia de 
una etapa a otra del ciclo celular. 

En los ultimos 20 anos muchos laboratories se enfocaron 
en las enzimas similares al MPF llamadas cinasas dependientes 
de ciclina (Cdk). Se descubrio que las Cdk no solo participan 
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FIGURA 14-4 Fluctuacion de los niveles de ciclina y MPF 
durante el ciclo celular. Este dibujo ilustra los cambios ciclicos 
que ocurren durante el desarrollo temprano de la rana, cuando las divisiones 
mitoticas son rapidas y sincronicas en todas las celulas del embrion. El trazo 
superior muestra la alternancia entre los periodos de mitosis e interfase; el 
trazo intermedio ilustra los cambios ciclicos en la actividad del MPF, y 
el trazo inferior, los cambios ciclicos en las concentraciones de las ciclinas 
que controlan la actividad relativa de la proteincinasa del MPF. (Reimpre- 
SA CON AUTORIZACION DE A. W. MURRAY Y M. W. KlRSCHNER, SCIENCE 

246:616,1989; © derechos reservados 1989; American Association 
for the Advancement of Science.) 


en la fase M, sino que son agentes clave que dirigen las activi- 
dades durante todo el ciclo celular. Las celulas de levaduras son 
muy utiles en los estudios del ciclo celular, cuando menos en 
parte por la disponibilidad de mutantes sensibles a la tempera- 
tura cuyas proteinas anormales afectan varios procesos del ciclo 
celular. Como se explica en la pagina 546, los mutantes sensibles 
a la temperatura pueden crecer de manera mas o menos nor¬ 
mal en una temperatura menor (permisiva) y luego cambiarse 
a una temperatura mas alta (restrictiva) para estudiar el efecto 
del producto del gen mutante. Los investigadores que estudian 
el control genetico del ciclo celular se enfocan en dos especies 
de levaduras con una relation lejana, la levadura con gemacion 
Saccharomyces cerevisiae, que se reproduce mediante gemacion en 
un extremo de la celula (vease fig. 1-18 h), y una levadura que se 
reproduce por fision, Schizosaccharomycespombe, que para repro- 
ducirse se alarga y luego se divide en dos celulas de igual tamano 
(vease fig. 14-6). La base molecular de la regulation del ciclo 
celular se conservo en forma notable durante la evolution de 
los eucariotas. Una vez que un gen participante en el control del 
ciclo celular se identifica en una de las dos especies de levadu¬ 
ras, se buscan homologos (y casi siempre se encuentran) en los 
genomas de los eucariotas superiores, inclusive los humanos. La 
combination de los analisis geneticos, bioquimicos y estructura- 
les facilita a los investigadores la comprension de las principales 
actividades que permiten a una celula crecer y reproducirse en 
una caja de cultivo en un laboratorio. 

La investigation del control genetico del ciclo celular en las 
levaduras comenzo en el decenio de 1970 en dos laboratories: 


primero en el de Leland Hartwell en la Washington University, 
que trabajaba con levaduras con gemacion, y luego en el de Paul 
Nurse de la Oxford University que trabajaba en levaduras con 
fision. Ambos laboratories identificaron un gen que al mutar 
inducia el crecimiento de las celulas en una temperatura ele- 
vada para detenerse en ciertos puntos del ciclo celular. Al final 
se encontro que el producto de este gen, que se llamo cdc2 en 
las levaduras con fision (y CDC28 en las levaduras con gema¬ 
cion), era homologo a la subunidad catalitica del MPF; en otras 
palabras, era una cinasa dependiente de ciclina. La investigation 
posterior con levaduras y muchas celulas de vertebrados apoyo 
el concepto de que la progresion de una celula eucariota por el 
ciclo celular esta regulada en distintas etapas. Una de las prime- 
ras etapas de regulation ocurre cerca del final de Gj y otra cerca 
del final de G 2 . Estas etapas representan puntos del ciclo celular 
en los que la celula se ocupa del principio de un fenomeno cru¬ 
cial, el initio de la replication o el de la mitosis. 

A favor de la simplicidad, la discusion de este capitulo se 
enfoca en las levaduras con fision. En esta especie el mismo Cdk 
(cdc2) es la molecula que se encarga del paso por ambos puntos 
de compromiso, aunque en conjunto con diferentes ciclinas. La 
figura 14-5 muestra una representation simplificada de la regu¬ 
lation del ciclo celular en la levadura con fision. El primer punto 
de transition, llamado START, ocurre antes del final de G r Una 
vez que la celula paso START, esta destinada en forma irrevoca¬ 
ble a replicar su DNA y, al final, a completar el ciclo celular. 1 El 
paso por START requiere la activation de cdc2 por una o mas 
ciclinas G p cuyos niveles se elevan durante el final de G 2 (fig. 
14-5). La activation de cdc2 por estas ciclinas conduce al initio 
de la replication en sitios en los que complejos de replication se 
ensamblaron antes (vease paso 3, fig. 13-20). 

El paso de G 2 a la mitosis requiere la activation de cdc2 por 
un grupo diferente de ciclinas, las ciclinas mitoticas. Las Cdk que 
contienen una ciclina mitotica (p. ej., MPF descrito en la pagina 
610) fosforilan los sustratos necesarios para que la celula inicie la 
mitosis. Entre los sustratos se incluyen las proteinas necesarias 
para los cambios dinamicos en la organization de los cromoso- 
mas y el citoesqueleto que caracterizan el paso de la interfase a 
la mitosis. Las celulas establecen un tercer compromiso duran¬ 
te la parte media de la mitosis que determina si completan la 
division celular y reingresan a G x del siguiente ciclo. La salida 
de la mitosis con ingreso a Gj depende de un descenso rapido 
en la actividad de Cdk, que es consecuencia de una caida en la 
concentration de las ciclinas mitoticas (fig. 14-5), un fenome¬ 
no que se explica en la pagina 590 junto con otras actividades 
mitoticas. 

A menudo las cinasas dependientes de ciclinas se describen 
como las “maquinas” que impulsan el ciclo celular por sus diver- 
sas etapas. Las actividades de estas enzimas estan reguladas por 
diversos “frenos” y “aceleradores” que operan en combination. 
Estos comprenden: 


1 Las celulas de los mamiferos pasan por un punto comparable durante la etapa 
Gj conocido como punto de restriction , momento en el que se comprometen a la 
replicacion del DNA y por ultimo a completar la mitosis. Antes del punto de res¬ 
triction las celulas de mamiferos requieren la presencia de factores de crecimiento 
en el medio de cultivo para progresar en el ciclo celular. Luego de pasar por el punto 
de restriction, estas mismas celulas continuan por el resto del ciclo celular sin esti- 
mulacion externa. 
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FIGURA 14-5 Modelo simplificado para la regulation 
del ciclo celular en la levadura con fision. El ciclo 
celular esta controlado sobre todo en dos puntos, START y la transition 
G 2 -M. En la levadura con fision las ciclinas pueden dividirse en dos grupos: 
ciclinas Gj y ciclinas mitoticas. El paso de la celula por estas dos transicio- 
nes crfticas requiere la activation de la misma proteincinasa de cdc2 por 
un tipo distinto de ciclina. Una tercera transition crucial ocurre al final de 
la mitosis y se desencadena por un descenso rapido en la concentration 
de ciclinas mitoticas. (Nota: cdc2 tambien se conoce como Cdkl.) 



Union de ciclina Cuando una ciclina esta presente en la celula, 
se une con la subunidad catalitica de Cdk, lo que ocasiona un 
cambio importante en la conformation de la subunidad catali¬ 
tica. Las estructuras cristalograficas por rayos X de varios com- 
plejos ciclina-Cdk indican que la union con la ciclina produce 
el movimiento de un asa flexible de la cadena polipeptidica 
de Cdk para alejarse de la abertura que conduce al sitio activo de 
la enzima, lo que permite que Cdk fosforile sus sustratos pro- 
teicos. 

Estado defosforilacion de Cdk En otros capitulos se explico que 
la adicion y la elimination de grupos fosfato de las proteinas 
regulan muchos fenomenos que tienen lugar en la celula. Lo 
mismo sucede con los eventos que inician la mitosis. En la figu- 
ra 14-5 puede verse que el nivel de ciclinas mitoticas se eleva 
durante las fases S y G 2 . Las ciclinas mitoticas presentes en la 
levadura durante este periodo se unen con Cdk para formar un 
complejo ciclina-Cdk, pero el complejo muestra poca evidencia 
de actividad de cinasa. Mas adelante, en una etapa tardia de G 2 , 
el complejo ciclina-Cdk se activa y la mitosis se desencade¬ 
na. Para comprender este cambio en la actividad de Cdk debe 
revisarse la actividad de las otras tres enzimas reguladoras: dos 
cinasas y una fosfatasa. La funcion de estas enzimas en el ciclo 
de la levadura con fision, que se ilustra en la figura 14-6«, se 


revelo mediante una combination de analisis geneticos y bio- 
quimicos. En el paso 1, una de las cinasas, llamada CAK (cinasa 
activadora de Cdk, por sus sighs en ingles), fosforila un residuo 
critico de treonina (Tre 161 de cdc2 en la fig. 14-6«). La fos¬ 
forilacion de este residuo es necesaria, pero no suficiente, para 
que Cdk se active. Una segunda proteincinasa que se muestra 
en el paso 1 y se denomina Weel, fosforila un residuo clave de 
tirosina en la enzima (Tir 15 de cdc2 en la figura 14-6 a). Si este 
residuo se fosforila, la enzima permanece inactiva sin importar 
el estado de fosforilacion de cualquier otro residuo. En otras 
palabras, el efecto de Weel rebasa el efecto de CAK, lo que 
mantiene Cdk en un estado inactivo. La linea 2 de la figura 
14-6$ muestra el fenotipo de las celulas con un gen weel mutan- 
te. Estos mutantes no pueden mantener Cdk en estado inactivo 
y se dividen en etapas tempranas del ciclo celular, lo que produ¬ 
ce celulas mas pequenas, de ahi el nombre “wee” (diminutivo en 
ingles). En las celulas normales (tipo nativo), Weel mantiene 
Cdk inactiva hasta el final de G 2 . Entonces, al final de G 2 , el 
fosfato inhibidor de Tir 15 se retira por action de la tercera 
enzima, una fosfatasa llamada Cdc25 (paso 2, fig. 14-6«). La 
elimination de este fosfato cambia las moleculas ciclina-Cdk 
almacenadas a su estado activo, lo que impulsa la celula de leva¬ 
dura a la mitosis. La linea 3 de la figura 14-6$ muestra el feno¬ 
tipo de las celulas con un gen cdc25 mutante. Estos mutantes no 
pueden retirar el fosfato inhibidor de Cdk y no pueden iniciar 
la mitosis. El equilibrio entre las actividades de la cinasa Weel 
y la fosfatasa Cdc25, que en condiciones normales determina si 
la celula permanece en G 2 o avanza a la mitosis, esta regulado 
por otras cinasas y fosfatasas adicionales. Como se explica un 
poco mas adelante, estas vias pueden detener a la celula para 
que no inicie la mitosis bajo condiciones que conducirian a una 
division celular anormal. 

Inhibidores de Cdk Diversos inhibidores pueden bloquear la 
actividad de Cdk. Por ejemplo, en las levaduras con gemacion 
una proteina llamada Sicl actua como inhibidor de Cdk durante 
Gj. La degradation de Sicl permite que los complejos cicli- 
na-Cdk presentes en la celula inicien la replication de DNA. En 
la pagina 579 se describe la participation de los inhibidores de 
Cdk en las celulas de mamiferos. 

Proteo/isis controlada En las figuras 14-4 y 14-5 resulta eviden- 
te que las concentraciones de ciclina oscilan durante cada ciclo 
celular, lo que produce cambios en la actividad de las Cdk. 
Las celulas regulan la concentration de ciclinas y otras protei¬ 
nas clave del ciclo celular mediante el ajuste tanto de la sintesis 
como de la velocidad de destruction de la molecula en diferentes 
puntos del ciclo celular. La degradation se logra por la via de 
la ubiquitina-proteosoma descrita en la pagina 577. A diferen- 
cia de otros mecanismos que controlan la actividad de Cdk, la 
degradation es un proceso irreversible que ayuda a impulsar el 
ciclo celular en un solo sentido. La regulation del ciclo celu¬ 
lar requiere dos clases de complejos con multiples subunidades 
(complejos SCF y APC) que funcionan como ligasas de ubiquiti- 
na. Estos complejos reconocen las proteinas que se van a degra- 
dar y las unen a una cadena de poliubiquitina, lo que asegura su 
destruction en un proteosoma. El complejo SCF se encuentra 
activo desde el final de G, hasta la parte temprana de la mitosis 
(vease fig. 14-26«) y media la destruction de las ciclinas G p 
los inhibidores de Cdk y otras proteinas del ciclo celular. Estas 
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FIGURA 14-6 La progresion por el ciclo celular de una levadu¬ 
ra con fision requiere la fosforilacion y la desfosforilacion de 
residuos criticos de cdc2. a) Durante la fase G 2 , la proteincinasa cdc2 
interactua con una ciclina mitotica, pero permanece inactiva como resultado 
de la fosforilacion de un residuo clave de tirosina (Tir 15 en la levadura con 
fision) por efecto de Weel (paso 1). Una cinasa separada, llamada CAK, 
transfiere un fosfato a otro residuo (Tre 161), que es necesario para la acti- 
vidad de la proteincinasa cdc2 mas adelante en el ciclo celular. Cuando la 
celula alcanza un tamano crftico, se activa una enzima llamada fosfatasa 
de Cdc25, que retira el fosfato inhibidor del residuo Tir 15. La activacion 
consecuente de la proteincinasa cdc2 conduce a la celula a la mitosis (paso 
2). Para el final de la mitosis (paso 3), el grupo fosfato estimulante de Tre 
161 se retira por accion de otra fosfatasa. Despues la ciclina libre se degrada 
y la celula inicia otro ciclo. (La Cdk mitotica en las celulas de los mamfferos 
se fosforila y desfosforila en forma similar.) b ) La proteincinasa Weel y la 
fosfatasa Cdc25 se identificaron mediante el estudio de mutantes que se 
comportaban como se muestra en esta figura. La lfnea 1 ilustra las etapas 
G 2 y M de una celula nativa. La lfnea 2 muestra el efecto de un gen weel 
mutante; la celula se divide en forma prematura, con lo que se forman celu- 


O Tipo nativo 



t 


© cdc25 

(b) 


las pequenas (wee, en ingles). La lfnea 3 muestra el efecto de un gen cdc25 
mutante; la celula no se divide, sino que continua creciendo. La flecha roja 
marca el momento en que la temperatura se elevo para desactivar la protefna 
mutante. ( A , tomada de T. R. Coleman y W. G. Dunphy, Curr Opin 
Cell Biol 6:877,1994.) 



protemas se convierten en blancos para un SCF despues que se 
fosforilan por accion de las proteincinasas (esto es, Cdk) que 
regulan el ciclo celular. Las mutaciones que inhiben la media- 
cion de los complejos SCF en la proteolisis de las protemas 
clave, como las ciclinas G, o el inhibidor Sicl ya mencionado, 
pueden impedir que las celulas repliquen su DNA. El complejo 
APC actua en la mitosis y degrada varias protemas clave de la 
mitosis, entre ellas las ciclinas mitoticas. La destruction de las 
ciclinas mitoticas permite a la celula salir de la mitosis e iniciar 
un nuevo ciclo celular (pag. 590). 

Localization subcelular La celula contiene varios comparti- 
mientos distintos en los que las moleculas reguladoras pueden 
unirse o separarse de las protemas con las que interactuan. La 
localization subcelular es un fenomeno dinamico en el que los 
reguladores del ciclo celular se mueven a distintos comparti- 
mientos en diferentes etapas. Por ejemplo, una de las principales 
ciclinas mitoticas de las celulas animales (ciclina Bl) se desplaza 
entre el nucleo y el citoplasma hasta G 2 , cuando se acumula en 
el nucleo justo antes del initio de la mitosis (fig. 14-7). La acu- 
mulacion nuclear de ciclina Bl se facilita por la fosforilacion de 
un cumulo de residuos de serina que se encuentran en su serial 
de exportation nuclear (NES, pag. 491). Se supone que la fosfo¬ 
rilacion bloquea la exportation posterior de la ciclina de regreso 
al citoplasma. Si la acumulacion nuclear de la ciclina se bloquea, 
las celulas no inician la division celular. 


Como ya se menciono, las protemas y los procesos que con- 
trolan el ciclo celular estan muy bien conservados entre los euca- 


(a) 

FIGURA 14-7 Demostracion experimental de la localizacion subcelular 
durante el ciclo celular. Micrograffas de una celula HeLa viva a la que se 
le inyecto ciclina Bl unida con protefna verde fluorescente (pag. 278). La 
celula que se muestra en (a) esta en fase G 2 de su ciclo celular y la ciclina 
Bl con marca fluorescente se localiza casi por completo en el citoplasma. 
La micrograffa ( b ) muestra la celula en la profase de la mitosis y la ciclina 
B1 marcada se concentra en el nucleo celular. La base para este cambio en la 
localizacion se explica en el texto. (Tomada de Paul Clute y Jonathan 
Pines, Nature Cell Biol 1:83, 1999; © derechos reservados 1999, 
Macmillan Magazines Limited.) 
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riotas. Como en las levaduras, las oleadas sucesivas de slntesis y 
degradation de las distintas ciclinas desempenan una funcion 
clave en la conduction de las celulas de los mamiferos de una 
etapa a la siguiente. A diferencia de las celulas de levaduras, que 
tienen una sola Cdk, las celulas de mamiferos producen varias 
versiones distintas de esta proteincinasa. Diversos complejos 
ciclina-Cdk actuan en distintos grupos de sustratos en diferen- 
tes puntos del ciclo celular. El emparejamiento entre ciclinas 
individuales y las Cdk es muy especifico, y solo se encuentran 
ciertas combinaciones (fig. 14-8). Por ejemplo, en las celulas 
de los mamiferos la actividad de un complejo ciclina E-Cdk2 
impulsa la celula hacia la fase S, mientras que la actividad del 
complejo ciclina Bl-Cdkl la conduce a la mitosis. Las Cdk 
no siempre estimulan actividades, tambien inhiben fenomenos 
inapropiados. Por ejemplo, la actividad del complejo ciclina 
Bl-Cdkl durante G 2 impide que la celula replique de nuevo el 
DNA que ya se replied antes en el ciclo celular (pag. 557). Esto 
ayuda a asegurar que cada region del genoma se replique una vez 
y solo una vez en cada ciclo. 

Los estudios enfocados en la identification de las funciones 
de las diversas ciclinas y Cdk en las celulas de los mamiferos 
utilizan ratones con elimination genica que carecen de un gen 



FIGURA14-8 Combinaciones entre varias ciclinasy proteincina- 
sas dependientes de ciclina en distintas etapas del ciclo celular 
de los mamiferos. La actividad de Cdk durante la fase Gj temprana es muy 
baja, lo que promueve la formacion de complejos previos a la replicacion 
en los origenes de la replicacion (vease fig. 13-20). Para la mitad del Gp la 
actividad de Cdk es evidente por la relation de Cdk4 y Cdk6 con las ciclinas 
de tipo D (Dl, D2 y D3). Entre los sustratos para estas Cdk se encuentra 
una proteina reguladora importante llamada pRb (section 16.3, fig. 16-14). 
La fosforilacion de pRb conduce a la transcription de varios genes, inclusive 
los que codifican para las ciclinas E y A, Cdkl y proteinas participantes 
en la replicacion. La transicion de G 1 a S, que comprende el inicio de la 
replicacion, es impulsada por la actividad de la ciclina E-Cdk2 y los com¬ 
plejos ciclina A-Cdk2. La transicion de G 2 a M se inicia por la activacion 
de ciclina A-Cdkl y los complejos ciclina Bl-Cdkl, que se cree fosforilan 
sustratos tan diversos como proteinas citoesqueleticas, histonas y proteinas 
de la envoltura nuclear. (La cinasa Cdkl de los mamiferos es equivalente a la 
proteincinasa cdc2 de las levaduras con fision; su inhibition y activacion son 
similares a las que se indican en la figura 14-6.) (Tomada de C. J. Sherr, 
Cell 73:1060,1993; con autorizacion de Cell Press.) 


funcional para una proteina particular. Los fenotipos de estos 
ratones dependen del gen que se elimino. Por ejemplo, los rato¬ 
nes que son incapaces de sintetizar Cdkl o ciclina Bl no sobre- 
viven, lo que indica que estos genes son esenciales para un ciclo 
celular normal. En cambio, los ratones que carecen de un gen 
que codifica una de otras Cdk o subunidades de ciclina se desa- 
rrollan sorprendentemente bien, lo que sugiere que otros miem- 
bros de la familia genica pueden asumir las funciones de los que 
faltan. Aun con esta “redundancia genica implicita”, la ausencia 
de cualquiera de estas proteinas reguladoras del ciclo celular 
produce distintas anormalidades. Por ejemplo, los ratones que 
carecen de un gen para la ciclina Dl son mas pequenos que los 
animales control, lo que se debe a una reduction en la intensidad 
de la division celular en todo el cuerpo. Ademas, los animales 
con deficiencia de ciclina Dl presentan una falta particular de 
proliferation celular durante el desarrollo de la retina. Aunque 
parece que los ratones que carecen de Cdk2 se desarrollan de 
manera normal, tienen defectos especificos durante la meiosis, 
lo que refuerza las importantes diferencias en la regulation de 
las divisiones mitoticas y meioticas. 

Puntos de revision, inhibidores de cinasa y respuestas 
celulares La ataxia-telangiectasia es un trastorno hereditario 
recesivo que se caracteriza por una multitud de sintomas diver¬ 
sos, inclusive un riesgo muy alto para ciertos tipos de cancer. 2 
Durante el final del decenio de 1960 (tras la muerte de varios 
individuos que se sometieron a radioterapia) se descubrio que 
los pacientes con ataxia-telangiectasia son en extremo sensibles 
a la radiation ionizante (pag. 565). Tambien lo son las celulas 
de estos pacientes, que carecen de una respuesta protectora cru¬ 
cial que se observa en las celulas normales. Cuando las celulas 
normales se someten a tratamientos que danan el DNA, como 
radiation ionizante o farmacos que alteran el DNA, su avan- 
ce en el ciclo celular se detiene mientras el dano se repara. Por 
ejemplo, si una celula normal recibe radiation durante la fase 
G 2 del ciclo celular, la progresion a la fase S se retrasa. De igual 
manera las celulas radiadas en la fase S posponen la slntesis adi- 
cional de DNA, en tanto que las celulas afectadas durante G 2 
retrasan su ingreso a la mitosis. 

Los estudios de este tipo realizados en levaduras dieron ori- 
gen al concepto, formulado por Leland Hartwell y Ted Weinert 
en 1998, de que las celulas tienen puntos de revision como parte 
de su ciclo celular. Los puntos de revision son mecanismos que 
detienen el progreso del ciclo celular si cualquier DNA cromo- 
somico se dana o si ciertos procesos criticos no se completaron 
en forma correcta, como la replication del DNA durante la fase 
S o la alineacion cromosomica durante la fase M. Los puntos 
de revision aseguran que cada uno de los diversos fenomenos 
que constituyen el ciclo celular, ocurran en forma precisa y en el 
orden apropiado. Muchas de las proteinas de la maquinaria de 
los puntos de revision no tienen ninguna funcion en los sucesos 


2 Otros sintomas de la enfermedad incluyen: postura inestable (ataxia) resultado de 
la degeneration de las celulas nerviosas en el cerebelo, vasos sanguineos con dila¬ 
tation permanente (telangiectasias) en la cara y otros sitios, susceptibilidad a la 
infection y celulas con una cantidad demasiado elevada de alteraciones cromosomi- 
cas. La base de los primeros dos sintomas aun no se ha determinado. 
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del ciclo celular normal y solo actuan cuando alguna anormali- 
dad aparece. De hecho los genes que codifican varias proteinas 
de puntos de revision se identificaron por primera vez en celulas 
mutantes de levaduras que continuaban su avance en el ciclo 
celular a pesar de sufrir dano en el DNA u otras anormalidades 
que causaban defectos graves. 

Los puntos de revision se activan durante todo el ciclo 
celular mediante un sistema de sensores que reconoce el dano 
del DNA y las anormalidades celulares. Si un sensor detecta 
la presencia de un defecto, inicia una respuesta que detiene en 
forma transitoria el progreso del ciclo celular. Entonces la celu- 
la puede emplear ese retraso para reparar el dano o corregir el 
defecto en lugar de continuar a la etapa siguiente. Esto tiene una 
importancia especial porque las celulas de los mamiferos que se 
dividen con danos geneticos corren el riesgo de transformarse en 
una celula cancerosa. Si el DNA esta danado mas de lo que pue¬ 
de repararse, es posible que el mecanismo de revision transmita 
una serial que conduce a la muerte de la celula potencialmente 
peligrosa. 

El gen causante de la ataxia-telangiectasia (el gen ATM) 
codifica una proteincinasa que se activa con ciertas lesiones del 
DNA, sobre todo roturas en la cadena doble (pag. 565). Un 
hecho notable es que la presencia de una sola rotura en una 
de las moleculas del DNA de la celula es suficiente para hacer 
que el ciclo celular se detenga. Otros tipos de lesiones, como las 
causadas por la replicacion incompleta del DNA o la radiacion 
UV, activan una proteincinasa relacionada llamada ATR. Tanto 
ATM como ATR son parte de complejos multiproteicos capa- 
ces de unirse con el DNA danado. Una vez unidas, ATM y APR 
pueden fosforilar una gran variedad de proteinas que participan 
en los puntos de revision del ciclo celular y en la reparation del 
DNA. 

^Como es que una celula detiene su progreso de una etapa 
del ciclo celular a la siguiente? A continuation se presenta un 
breve examen de dos vias bien estudiadas que estan disponibles 
para que las celulas de los mamiferos detengan el ciclo celular en 
respuesta al dano en el DNA. 

1. Si una celula que se prepara para la mitosis se somete a 
radiation UV, la proteincinasa ATR se activa y fosforila y la 
celula detiene el ciclo celular en G 2 . Se piensa que las mole¬ 
culas de proteincinasa de ATR son reclutadas en sitios de 
DNA monocatenario cubiertos con proteina, como los que 
se observan cuando se repara el DNA danado por UV (fig. 
13-26). ATR fosforila y activa una cinasa de punto de revi¬ 
sion denominada Chkl (paso 1, fig. 14-9), que a su vez fos¬ 
forila Cdc25 en un residuo serina especifico (paso 2), lo que 
convierte la molecula Cdc25 en un bianco para una proteina 
adaptadora especial que se une a la fosfatasa en el citoplasma 
(paso 4). Esta interaction inhibe la actividad de fosfatasa de 
Cdc25 e impide que se importe de nuevo al nucleo. Como 
se expone en la pagina 575, Cdc25 suele tener un cometido 
clave en la transition G 2 /M al eliminar de Cdkl fosfatasas 
inhibidoras. Asi, la ausencia de Cdc25 del nucleo deja Cdk 
en un estado inactivo (paso 5) y la celula se detiene en G 2 . 

2. El dano en el DNA tambien induce la sintesis de proteinas 
que inhiben en forma directa el complejo ciclina-Cdk que 
impulsa el ciclo celular. Por ejemplo, las celulas expuestas a 
radiation ionizante en G t sintetizan una proteina llamada 
p21 (masa molecular de 21 kDa) que inhibe la actividad de 



FIGURA 14-9 Modelos para el mecanismo de accion de dos puntos de revi - 
sion de dano de DNA. La ATM y la ATR son proteincinasas que se activan 
con danos especificos del DNA. Cada una de estas proteinas actua mediante 
puntos de revision que senalan las vias que conducen al paro del ciclo celular. 
En la via de G 2 que aqui se muestra, ATR fosforila y activa la proteincinasa 
del punto de revision Chkl (paso 1), que fosforila y desactiva la fosfatasa 
Cdc25 (paso 2), y que en condiciones normales se desplaza entre el nucleo y 
el citoplasma (paso 3). Una vez fosforilada, Cdc25 se une con una proteina 
adaptadora en el citoplasma (paso 4) y no puede importarse de nuevo al 
nucleo, lo que deja a la Cdk en su estado fosforilado inactivo (paso 5). En 
la via Gj mostrada aqui, ATM se fosforila y activa la proteincinasa del 
punto de revision Chk2 (paso a), que fosforila p53 (paso b). En condiciones 
normales p53 tiene una vida muy corta, pero la fosforilacion mediante Chk2 
estabiliza la proteina, lo que aumenta su capacidad para activar la transcrip- 
cion d zp21 (paso c).Tras su transcripcion y traduccion (paso d), p21 inhibe 
en forma directa la Cdk (paso e). (Se identifican muchas otras vias del punto 
de revision de G 1? S y G 2 que incluyen ATM y ATR.) 


cinasa de la Cdk de G r Esto impide que las celulas fosforilen 
sustratos clave y que ingresen en la fase S. ATM participa 
en este mecanismo de punto de revision. En esta respues¬ 
ta, ATM fosforila y activa otra cinasa de punto de revision 
llamada Chk2 (paso a, fig. 14-9) que fosforila un factor de 
transcription (p53) (paso b), que conduce a la transcription 
y traduction del gen p21 (pasos c y d), con la inhibition sub- 
siguiente de Cdk (paso e). Alrededor de 50% de todos los 
tumores humanos muestran indicios de mutaciones en el gen 
que codifica p53, lo que refleja su importancia en el control 
del crecimiento celular. La fiincion de p53 se expone con 
detalle en el capitulo 16. 
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FIGURA14-10 P 27 , un inhibidor de Cdk que detiene la progresion del ciclo 
celular. a) Estructura tridimensional de un complejo entre p27 y ciclina 
A-Cdk2. La interaccion con p27 altera la conformacion de la subunidad 
catalftica Cdk, lo que inhibe su actividad de proteincinasas. b ) Un par de 
hermanos de camada a las 12 semanas de edad. Ademas de poseer distintos 
genes para el color del pelo, el raton con pelo oscuro se modified mediante 
ingenierfa genetica de tal manera que carece de ambas copias del gen p27 
(indicado como p27~ / ~), lo que explica su mayor tamano. c ) Comparacion 


de los timos de un raton normal (izquierda) y uno y>27 _/ ~ (derecha). La 
glandula del raton con eliminacion de p27 es mucho mas grande por la 
mayor cantidad de celulas. ( A , reimpresa con autorizacion de Alicia A. 
Russo et al., Nature 382:327,1995; cortesia de Nikola Pavletich. 
© DERECHOS RESERVADOS 1995 MACMILLAN MAGAZINES LIMITED; By Cy 
TOMADAS DE KeIKO NaKAYAMA ET AL. CORTESIA DE KeI-ICHI NaKAYAMA, 

Cell 85:710-711,1996; con autorizacion de Cell Press.) 


La molecula p21 es solo uno de los por lo menos siete inhi- 
bidores conocidos de Cdk. La interaccion entre un inhibidor 
de Cdk diferente (p27) y uno de los complejos ciclina-Cdk se 
muestra en la figura 14-10a. En este modelo la molecula p27 
se cuelga sobre ambas subunidades del complejo ciclina A- 
Cdk2, lo que cambia la conformacion de la subunidad catalitica 
e inhibe la actividad de proteincinasa. En muchas celulas p27 
debe fosforilarse y luego degradarse antes de que pueda avan- 
zarse a la fase S. 

Los inhibidores de Cdk, como p21 y p27, tambien par- 
ticipan en la diferenciacion celular. Justo antes que las celulas 
comiencen a diferenciarse (ya sea en celulas musculares, hepa- 
ticas, sanguineas o de algun otro tipo) por lo general se retiran 
del ciclo celular y dejan de dividirse. Se cree que los inhibidores 
de Cdk permiten o inducen en forma directa el retiro del ciclo 
celular. Tal como las funciones de las Cdk y las ciclinas especifi- 
cas se han estudiado en ratones con eliminacion genica, asi tam¬ 
bien tienen sus inhibidores. Los ratones que carecen del gen p27 
tienen un fenotipo distintivo: son mas grandes de lo normal (fig. 
14-10^) y ciertos organos, como el timo y el bazo, contienen una 
cantidad mucho mayor de celulas que los de animales normales 
(fig. 14-lOr). En los ratones normales las celulas de estos orga¬ 
nos particulares sintetizan niveles relativamente altos de p27 y 
se supone que la ausencia de esta proteina en los animales con 
deficiencia de p27 permite que las celulas se dividan varias veces 
mas antes de diferenciarse. 



2. Describa como puede aplicarse el uso de [ 3 H]timidina 
y la autorradiografia para conocer la duration de los 
diversos periodos del ciclo celular. 

3. ^Cual es el efecto de la fusion de una celula en Gj con 
una en etapa S?, ^y de fusionar una celula en fase Gj 
con una en M?, ^y una celula en fase G 2 o S con una en 
M? 

4. ^Como varia la actividad de MPF en todo el ciclo celu¬ 
lar? ^Como se relaciona con la concentration de cicli¬ 
nas? <;C6mo afecta la actividad del factor promotor de 
maduracion la concentration de ciclina? 

5. ^Cuales son las funciones respectivas de CAK, Weel y 
Cdc25 en el control de la actividad de Cdk en las celulas 
de levadura con fision? ^Cual es el efecto de las mutacio- 
nes en los genes weel o cdc25 en estas celulas? 

6. ^Que se conoce como punto de revision del ciclo celular? 
^Cual es su importancia? ^Como es que una celula detie¬ 
ne su progresion en alguno de estos puntos de revision? 


14.2 FASE M: MITOSIS Y CITOCINESIS _ 

Mientras que la comprension de la regulation del ciclo 
celular depende mucho de los estudios geneticos en levaduras, 
el conocimiento de la fase M se basa en mas de un siglo de 
investigation microscopica y bioquimica en animales y plantas. 
Algunos de los primeros hitos en esta investigation se describen 
en la section 10.1. El termino “mitosis” proviene de la palabra 
griega mitos, que significa “hebra”. Lo acuno en 1882 el biologo 
aleman Walther Flemming para describir los cromosomas fili- 
formes que aparecian en forma misteriosa en las celulas anima- 
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1. El material cromosomico se condensa para 
formar cromosomas mitoticos compactos. 
Se observa que los cromosomas se 
componen de dos cromatides unidas 

en el centromere 

2. El citoesqueleto se desensambla y el huso 
mitotico se ensambla 

3. El aparato de Golgi y el reticulo 
endoplasmico se fragmentan. La envoltura 
nuclear se dispersa 





< Jit 


_ - ip 


1. Los microtubulos cromosomicos se unen 
con los cinetocoros de los cromosomas 

2. Los cromosomas se mueven al 
ecuador del huso 


Prometafase 



™ W™- 


1. Los cromosomas estan alineados en 
la placa de la metafase, unidos por 
microtubulos cromosomicos a 
ambos polos 


Metafase 




1. Los centromeres se dividen y las 
cromatides se separan 

2. Los cromosomas se mueven a los poros 
opuestos del huso 


3. Los poros del huso se separan 


1. Los cromosomas se aglomeran en los 
polos opuestos del huso 

2. Los cromosomas se dispersan 

3. La envoltura nuclear se ensambla 
alrededor de los cumulos de cromosomas 

4. El aparato de Golgi y el reticulo 
endoplasmico se reforman 

5. Las celulas hijas se forman por citocinesis 


Anafase 




m 



FIGURA 14-11 Etapas de la mitosis en una celula animal (dibujos de la izquierda) y una vegetal (micrografias de la derecha). 

(Micrografias de Andrew Bajer.) 
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les justo antes de dividirse en dos. La belleza y la precision de la 
division celular se aprecia mejor si se observa un video acelerado 
del proceso (p. ej., www.bio.unc.edu/faculty/salmo 72 /lab/mitosis/ 
mitosismovies.html), en lugar de leer al respecto en un libro de 
texto. 

La mitosis es un proceso de division nuclear en el que las 
moleculas replicadas de DNA de cada cromosoma se reparten 
con exactitud en dos nucleos. La mitosis suele acompanarse de 
la citocinesis, un proceso por el que una celula en division se 
separa en dos, con lo que el citoplasma se divide en dos paquetes 
celulares. Las dos celulas hijas resultantes de la mitosis y la cito¬ 
cinesis tienen un contenido genetico identico entre si y al de la 
celula madre de la que provienen. Por tanto la mitosis mantiene 
el numero de cromosomas y genera nuevas celulas para el creci- 
miento y el mantenimiento de un organismo. La mitosis puede 
ocurrir en celulas haploides 0 diploides. Las celulas mitoticas 
haploides se encuentran en hongos, gametofitos de las plantas 
y en unos cuantos animales (inclusive abejas macho, conocidas 
como zanganos). La mitosis es una etapa del ciclo celular en 
la que la celula dedica toda su energia a una sola actividad: la 
separation cromosomica. Como resultado la mayoria de las acti- 
vidades metabolicas de la celula, entre ellas la transcription y la 
traduction, se detienen durante la mitosis y la celula entra en 
una falta relativa de respuesta a los estimulos externos. 

En los capitulos previos se vio cuanto puede aprender- 
se respecto a los factores encargados de un proceso particular 
mediante el estudio de ese proceso fuera de una celula viva (pag. 
280). La comprension de la bioquimica de la mitosis mejoro 
mucho con el uso de extractos preparados a partir de huevos 
de rana. Estos extractos contienen pilas de todos los materia- 
les (histonas, tubulina, etc.) necesarios para sostener la mitosis. 
Cuando se agregan cromatina 0 nucleos completos al extracto 
de huevos, la cromatina se convierte en cromosomas mitoticos, 
los cuales se dividen en un huso mitotico que se ensambla de 
manera espontanea dentro de la mezcla libre de celulas. Muchos 
experimentos estudian la funcion de una proteina particular 
mediante la elimination de esa proteina del extracto de huevos 
con la adicion de un anticuerpo (agotamiento inmunologico) y 
la verification de si el proceso puede continuar en ausencia de 
esa sustancia (vease la figura 14-21 para obtener un ejemplo). 

Por lo general la mitosis se divide en cinco etapas (fig. 
14-11 )'. profase, prometafase, metafase, anafasey telofase, cada una 
caracterizada por una serie particular de sucesos. Hay que tener 
presente que estas etapas representan un segmento de un proce¬ 
so continuo; la division de la mitosis en fases arbitrarias se hace 
solo para facilitar la description y la experimentation. 

Profase 

Durante la primera etapa de la mitosis, la profase, los cromoso¬ 
mas duplicados se preparan para la separation y la maquinaria 
mitotica se ensambla. 

Formation del cromosoma mitotico El nucleo de una 
celula en interfase contiene longitudes enormes de fibras de 
cromatina. El estado extendido de la cromatina en interfase es 
ideal para la separation en dos celulas hijas. Antes de separar sus 
cromosomas, una celula los convierte en estructuras mucho mas 
cortas y gruesas por un proceso notable de compactacion de 



5 (dm 


FIGURA 14-12 Los cromosomas de este nucleo en etapa temprana de la pro¬ 
fase comenzaron el proceso de compactacion que los convierte en cromoso¬ 
mas mitoticos cortos cilfndricos que se separan en una etapa posterior de la 
mitosis. (Tomada de A.T. Sumner, Chromosoma 100:411,1991.) 


cromosomas (o conde72sacio72 cromosomica), que ocurre en etapas 
iniciales de la profase (figs. 14-11 y 14-12). 

Como se describe en la pagina 494, la cromatina de una 
celula en interfase se organiza en fibras de unos 30 nm de dia- 
metro. Los cromosomas mitoticos estan compuestos por tipos 
similares de fibras, como se ve al examinar con el microscopio 
electronico los cromosomas completos aislados de las celulas 
mitoticas (fig. 14-13a). Parece que la compactacion cromosomi¬ 
ca no altera la naturaleza de la fibra de cromatina, sino la manera 
en que la fibra de cromatina se empaca. El tratamiento de los 
cromosomas mitoticos con soluciones que disuelven las histo¬ 
nas y la mayoria de las proteinas no histonas revela una estruc- 
tura que conserva la forma basica del cromosoma intacto (fig. 
14-13 b). 

Las asas de DNA se unen por su base con las proteinas 
no histonas que conforman el andamiaje cromosomico (que se 
muestra con mayor aumento en la figura 12-1 2d). Durante la 
interfase, las proteinas del andamiaje cromosomico se dispersan 
dentro del nucleo y tal vez forman parte de la matriz nuclear 
(pag. 508). 

En anos recientes la investigation de la compactacion cro¬ 
mosomica se enfoco en un complejo abundante de multiples 
proteinas llamado condensina. Las proteinas de la condensina 
se descubrieron mediante la incubation de nucleos en extrac¬ 
tos de huevos de rana y la identification de las proteinas que 
se relacionan con los cromosomas durante la compactacion. La 
elimination de la condensina de los extractos impidio la com- 
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FIGURA 14-13 Compactacion de cromosoma durante la mitosis, a ) Micro- 
graffa electronica de una preparation con montura completa de un cromo¬ 
soma mitotico humano. Se observa que la estructura esta compuesta por 
una fibra nudosa de 30 nm de diametro, similar a la que se encuentra en los 
cromosomas de la interfase. b ) Apariencia de un cromosoma mitotico des¬ 
pues de eliminar las histonas y la mayoria de las protefnas no histonas. Las 
proteinas residuales forman un andamiaje del que puede verse que surgen 
las helices de DNA (las helices de DNA se muestran con mas claridad en 
la figura 12-12#). (. A , por cortesi'a de Gunther F. Bahr; B , tomada de 
James R. Paulson y Ulrich K. Laemmli, Cell 12:820,1977; con auto- 
rizacion de Cell Press.) 


pactacion de los cromosomas. ^Como es que la condensina es 
capaz de inducir cambios tan drasticos en la arquitectura de la 
cromatina? 



FIGURA 14-14 Modelos de las fimciones de condensina y cohesina en 
la formation delos cromosomas mitoticos. Inmediatamente despues de la 
duplication, las helices de DNA de un par de cromatides hermanas se man- 
tendrian juntas por efecto de moleculas de cohesina que rodean las helices 
de DNA hermanas, como se muestra en la parte superior del dibujo. A1 
entrar la celula en mitosis comenzaria el proceso de compactacion, con la 
ayuda de moleculas de condensina, como se muestra en la parte inferior del 
dibujo. En este modelo, la condensina induce la compactacion del cromo¬ 
soma formando un anillo alrededor de lazos superenrollados de DNA den- 
tro de la cromatina. Las moleculas de cohesina continuarian manteniendo 
juntas a las cromatides hermanas de DNA. Se propone (pero no se muestra 
en este dibujo) que ciertas interacciones cooperativas entre moleculas de 
condensina entonces organizarian los lazos superenrollados en giros mas 
grandes, que se plegarian en una fibra de cromosoma mitotico. Los recua- 
dros superior e inferior muestran la estructura subunitaria de un complejo 
individual de cohesina y condensina, respectivamente. Ambos complejos 
se construyen alrededor de un par de subunidades SMC. Las micrografias 
electronicas sugieren que cohesina y condensina generan estructuras en for¬ 
ma de anillo y en forma de V, respectivamente. Cada uno de los polipeptidos 
SMC se repliega en si mismo para formar un lazo torcido antiparalelo muy 
alargado con un dominio globular de union a ATP donde los extremos N 
y C se reunen. 


El DNA muy enrollado ocupa un volumen mucho menor 
que el DNA relajado (vease fig. 10-12) y los estudios sugie¬ 
ren que el superplegamiento del DNA tiene participation clave 
en la compactacion de una fibra de cromatina en el diminuto 
volumen que un cromosoma mitotico ocupa. En presencia de 
una topoisomerasa y ATP, la condensina es capaz de unirse con 
el DNA in vitro y enrollar el DNA en rizos superplegados en 
sentido positivo. Este descubrimiento concuerda bien con la 
observation de que la compactacion de cromosomas en la profa- 
se in vivo requiere topoisomerasa II, que junto con la condensina 
esta presente como parte del andamiaje mitotico del cromosoma 
(fig. 14-13^). En la figura 14-14 se muestra un modelo especu- 
lativo de la action de la condensina. Esta es activada al initio de 
la mitosis mediante la fosforilacion de varias de sus subunida¬ 
des por la ciclina-Cdk que se encarga de impulsar las celulas de 
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G 2 a la mitosis. Por tanto, se supone que la condensina es uno 
de los blancos a traves de los cuales las Cdk pueden iniciar las 
actividades del ciclo celular. La estructura subunitaria de una 
molecula de condensina en forma de V se muestra en el recua- 
dro inferior de la figura 14-14. 

Como resultado de la compactacion, los cromosomas de 
una celula mitotica se ven como estructuras cilindricas distin- 
tivas. El examen cuidadoso de los cromosomas mitoticos revela 
que cada uno de ellos se compone de dos cromatides “herma- 
nas”, imagen en espejo una de la otra (fig. 14-13a). Estas son 
producto de la replication en la interfase previa. 

Antes de la replication el DNA de cada cromosoma en 
interfase se relaciona en toda su longitud con un complejo de 
proteinas multiples llamado cohesina. Despues de la replication 
la cohesina funciona como un puente fisico (fig. 14-14) que sos- 
tiene las dos cromatides hermanas juntas durante G 2 y hacia la 
mitosis, en la que al final se separan. Como se indica en la figu¬ 
ra 14-14, la condensina y la cohesina tienen una organization 
estructural similar. Las investigaciones al microscopio electro- 
nico sugieren que la cohesina adopta una configuration circular 
con un pestillo en un extremo que puede abrirse y cerrarse en 
respuesta a la union a ATP y la hidrolisis de este. Experimentos 
recientes apoyan la hipotesis de que el anillo de cohesina rodea 
dos moleculas de DNA hermanas como se muestra en las partes 
superior e inferior de la figura 14-14. 

En los vertebrados la cohesina se libera de los cromosomas 
en dos etapas distintas. La mayor parte de la cohesina se separa 


de los brazos de los cromosomas conforme se compactan duran¬ 
te la profase. La disociacion es inducida por la fosforilacion de 
subunidades de cohesina a cargo de dos importantes enzimas 
mitoticas llamadas cinasa tipo Polo y cinasa Aurora B. En la 
estela de este fenomeno, las cromatides de cada cromosoma 
mitotico se mantienen relativamente holgadas a lo largo de sus 
brazos extendidos, pero mucho mas apretadas en sus centrome- 
ros (figs. 14-13«y 14-15). Se piensa que la cohesina permanece 
en los centromeros debido a la presencia ahi de una fosfatasa 
que elimina cualquier grupo fosfato agregado a la proteina por 
las cinasas. La liberation de la cohesina desde los centromeros 
normalmente se retrasa hasta la anafase, como se describe en la 
pagina 590. Si la fosfatasa se desactiva experimentalmente, las 
cromatides hermanas se separan entre si de manera prematura 
antes de la anafase. 

Centromeros y cinetocoros La marca distintiva mas notable de 
un cromosoma mitotico es una indentation o constriction prima- 
ria, que marca la position del centromero (fig. 14-13a). El cen¬ 
tromero es la residencia de secuencias de DNA muy repetidas 
(vease fig. 10-19) que sirven como sitios de union para proteinas 
especificas. El examen de los cortes a traves de un cromoso¬ 
ma mitotico revela la presencia de una estructura proteinacea 
similar a un boton, el cinetocoro, en la superficie externa del 
centromero de cada cromatide (fig. 14-16«, b). El cinetocoro se 
ensambla en el centromero durante la profase. Como se eviden- 
cia un poco mas adelante, el cinetocoro funciona como: 1) sitio 



FIGURA 14-15 Cada cromosoma mitotico comprende un par de croma- 
tides hermanas conectadas entre si por el complejo proteico cohesina. 

a ) Micrografia electronica de barrido de varios cromosomas humanos en 
metafase, que muestra las cromatides identicas emparejadas y vinculadas de 
manera laxa a lo largo y unidas con firmeza por el centromero. Las croma¬ 
tides no se separan hasta la anafase. b ) Micrografia con fluorescencia de un 
cromosoma en metafase en una celula humana cultivada. El DNA se tino 


de azul, los cinetocoros son verdes y la cohesina es roja. En esta etapa de la 
mitosis la cohesina ya desaparecio de los brazos de las cromatides hermanas, 
pero permanece concentrada en los centromeros, donde ambas se mantie¬ 
nen unidas. (. A , tomada de A. T. Sumner, Chromosoma 100:415, 1991; 

B , TOMADA DE S. HaUF Y jAN-MlCHAEL PETERS, REIMPRESA CON AUTORI" 

zacion de T. J. Mitchison y E. D. Salmon, Nature Cell Biol 3:E17, 
2001; © derechos reservados 2001, Macmillan Magazines Limited.) 
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FIGURA 14-16 El cinetocoro. a) Micrografia electronica 
de un corte a traves de uno de los cinetocoros de un cro- 
mosoma en metafase de mamifero, que muestra su estructura de tres capas 
(trilaminar). Puede verse que los microtubulos del huso mitotico terminan 
en el cinetocoro. b ) Representation esquematica del cinetocoro que contiene 
una placa interna y otra externa electrodensas separadas por una zona inter¬ 
media con tincion clara. En la parte ( a ) se indican las funciones propuestas 
de las placas interna y externa. La placa interna contiene varias proteinas 
unidas con la heterocromatina centromerica del cromosoma. Relacionada 
con la placa externa se observa una corona fibrosa, que une las proteinas 
motoras que participan en el movimiento cromosomico. c ) Modelo esque- 


matico de la disposition de las proteinas motoras en la superficie externa 
del cinetocoro. La dineina citoplasmica se mueve hacia el extremo menos 
de un microtubulo, mientras que CENP-E, que es miembro de la superfa- 
milia de la cinesina, se mueve hacia el extremo mas. Tambien es probable 
que estos motores participen en la fijacion del microtubulo al cinetocoro. 
La proteina rotulada “despolimerasa” es un miembro de la superfamilia de 
cinesinas que interviene en la despolimerizacion de microtubulos mas que 
en la motilidad. En este dibujo, las despolimerasas se encuentran en estado 
inactivo (el microtubulo no esta despolarizandose). ( A , cortesia de Kevin 
Sullivan, tomada de Don W. Cleveland, et al., Cell 112:408,2003; 

CON AUTORIZACION DE CELL PRESS.) 



de union del cromosoma a los microtubulos dinamicos del huso 
mitotico (como en la figura 14-29/4), 2) residencia de varias pro- 
teinas motoras participantes en la motilidad de los cromosomas 
(fig. 14-16c) y 3) componente clave en la via de senalizacion de 
un punto de revision mitotico importante (vease fig. 14-30). 

Formacion del huso mitotico En el capitulo 9 se describio 
como una estructura especial organizadora de microtubulos, el 
centrosoma, inicia el ensamble de los microtubulos en las celu- 
las animales (pag. 342). Conforme la celula pasa por G 2 hacia la 
mitosis, los microtubulos del citoesqueleto se desensamblan con 
rapidez en preparation para su reensamble como componen- 
tes de una “maquina” compleja con microtubulos llamada huso 
mitotico. Se cree que el desensamble rapido del citoesqueleto 
de la interfase se produce por la desactivacion de las proteinas 
que estabilizan los microtubulos (p. ej., proteinas relacionadas 
con microtubulos, 0 MAP) y por la activation de proteinas que 
disminuyen la estabilidad de estos polimeros. 

Para comprender la formation del huso mitotico es necesa- 
rio examinar primero el cido del centrosoma a medida que avanza 
en concierto con el ciclo celular (fig. \A-\ld). Cuando una celula 
animal sale de la mitosis, el citoplasma contiene un solo cen¬ 
trosoma que posee dos centriolos situados en angulo recto uno 
del otro. Cada centriolo del centrosoma inicia su “replication” 


en el citoplasma conforme la replication del DNA comienza en 
el nucleo al principio de la fase S. El proceso inicia cuando los 
centriolos se separan dentro del centrosoma. Pronto, un peque- 
no centriolo hijo puede verse cerca de cada centriolo preexistente 
(paterno) y orientado en angulo recto de este (fig. 14-17/4). La 
elongation ulterior del microtubulo convierte el centriolo hijo en 
un centriolo de tamano completo. Al principio de la mitosis el 
centrosoma se separa en dos centrosomas adyacentes, cada uno 
con un par de centriolos padre e hijo. El initio de la duplication 
del centrosoma en la transition Gj-S se desencadena mediante 
la fosforilacion de una proteina centrosomica por efecto de la 
ciclina E-Cdk2, el mismo agente que se encarga del initio de 
la replication del DNA (fig. 14-8). Los errores en la duplication 
del centrosoma pueden derivar en una division celular anormal 
y contribuir al desarrollo de cancer (fig. 14-17c). 

La primera etapa en la formation del huso mitotico en una 
celula animal tipica es la aparicion de microtubulos dispuestos 
en una “corona solar”, o astro (fig. 14-18), alrededor de cada cen¬ 
trosoma durante la profase initial. Como se explica en el capi¬ 
tulo 9, los microtubulos crecen por la adicion de subunidades en 
sus extremos mas 0 positivos, mientras que el extremo menos 0 
negativo permanece relacionado con el centrosoma. Despues de 
la formation del astro, los centrosomas se separan uno del otro y 
se mueven alrededor del nucleo hacia los extremos contrarios de 
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FIGURA 14-17 El ciclo del centrosoma de una celula animal, a ) A1 final de 
la mitosis, el centrosoma contiene un solo par de centriolos orientados en 
angulos rectos entre sf. Durante la fase S los centriolos hijos se situan de 
modo adyacente a los centriolos maternos, de manera que hay dos pares 
de centriolos visibles dentro del centrosoma (vease b ). Los centriolos hijos 
continuan su elongation durante la fase G 2 y al principio de la mitosis, 
el centrosoma se divide y cada par de centriolos se convierte en parte de 
su propio centrosoma. Mientras se separan, los centrosomas organizan las 
fibras de los microtubulos que conforman el huso mitotico. b ) Se ve que el 
centrosoma de esta celula contiene dos pares de centriolos. Los centriolos 
mas cortos de la celula hija se senalan con flechas. c) Esta celula mamaria 
cancerosa de raton contiene mas del complemento normal de dos centroso¬ 
mas (rojo) y ensamblo un aparato de huso multipolar (verde). Los centro¬ 
somas adicionales producen una separation defectuosa de los cromosomas 



(c) 


y cantidades anormales de cromosomas (azul), que son caracteristicos de 
las celulas malignas. (. A , tomada de D. R. Kellog, et al., reproduci- 

DA CON AUTORIZACION DE THE ANNUAL REVIEW OF BIOCHEMISTRY, VOL, 

63. © 1994, por Annual Reviews Inc.; B , tomada de J. B. Rattner y 
Stephanie G. Phillips, J Cell Biol 57:363,1973; mediante AUTORIZA¬ 
CION DE DERECHOS RESERVADOS DE LA ROCKEFELLER UNIVERSITY PRESS; 

C, cortesia de Thea Goepfert y W. R. Brinkley, Baylor College of 
Medicine, Houston, Tx.) 


la celula. La separation de los centrosomas esta impulsada por 
proteinas motoras relacionadas con los microtubulos adyacentes. 
Conforme los centrosomas se separan, los microtubulos que se 
estiran entre ellos aumentan en cantidad y longitud (fig. 14-18). 
Al final los dos centrosomas llevan a puntos opuestos uno del 
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astrales 

\ 


Centrosoma 


20 am 


otro, lo que establece los dos polos de un huso mitotico bipolar 
(como en la figura 14-17a). Despues de la mitosis un centroso¬ 
ma se destina a cada celula hija. 

Varios tipos distintos de celulas animales (inclusive las de 
embriones jovenes de raton) carecen de centrosomas, lo mismo 


FIGURA 14-18 Formation del huso mitotico. Durante la profa- 
se, mientras los cromosomas empiezan a condensarse, los cen¬ 
trosomas se separan entre sf y se organizan en haces de microtubulos que 
forman el huso mitotico. Esta micrograffa muestra una celula pulmonar de 
salamandra, cultivada en la profase temprana que se tino con anticuerpos 
fluorescentes contra tubulina, lo que revela la distribution de los microtu¬ 
bulos celulares (verde). Se observa como los microtubulos del huso mitotico 
en desarrollo emanan de los asteres de dos sitios dentro de la celula. Estos 
sitios corresponden a la localization de los dos centrosomas que se mueven 
hacia los polos opuestos en esta etapa de la profase. Los centromeros se 
situan sobre el nucleo celular, que se ve como una region oscura no tenida. 
(Tomada de Jennifer Waters Shuler, Richard W. Cole y Conly L. 
Rieder, J Cell Biol 122:364,1993; mediante autorizacion de dere- 

CHOS RESERVADOS DE LA ROCKEFELLER UNIVERSITY PRESS.) 
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FIGURA 14-19 Formacion de un polo del huso en ausencia de centrosomas. 

En este modelo cada proteina motora tiene multiples cabezas, las cuales se 
unen con distintos microtubulos. El movimiento de estas protemas motoras 
dirigidas hacia el extremo menos hace que los extremos menos de los micro¬ 
tubulos converjan para formar un polo distintivo del huso. Se cree que este 
tipo de mecanismo facilita la formacion de los polos del huso en ausencia 
de centrosomas. (Tomada de A. A. Hyman y E. Karsenti, Cell 84:406, 
1996; con autorizacion de Cell Press.) 


que las celulas de plantas superiores, aunque todas estas celulas 
construyen un huso mitotico bipolar y pasan por una mitosis 
hasta cierto punto tipica. Los husos mitoticos funcionales pue- 
den formarse aun en celulas mutantes de Drosophila que carecen 
de centrosomas o en celulas de mamiferos a las que se quita- 
ron los centrosomas por medios experimentales. En todos estos 
casos, los microtubulos del huso mitotico se nuclean cerca de 
los cromosomas y no en los polos, que es donde normalmen- 
te se encontrarian los centrosomas. Entonces, una vez que se 
polimerizan, los extremos negativos de los microtubulos se unen 
(se enfocan) en cada polo del huso mediante la actividad de 
protemas motoras (fig. 14-19). La fotografia inicial del capitulo 
que se presenta en la pagina 570 muestra un huso bipolar que 
se formo en un extracto de huevos de rana mediante la activi¬ 
dad de las moleculas motoras de microtubulos. Estas clases de 
experimentos sugerian que las celulas poseen dos mecanismos 
fundamentalmente distintos (uno dependiente y otro indepen- 
diente del centrosoma) para alcanzar el mismo resultado final. 
Estudios recientes indican que ambas vias para la formacion del 
huso operan simultaneamente en la misma celula, y que incluso 
celulas con centrosomas funcionales nuclean una fraction signi- 
ficativa de sus microtubulos del huso en los centrosomas. 

La disolution de la envoltura nuclear y la partition de 
los organelos citoplasmicos En la mayoria de las celulas 
eucariotas el huso mitotico se ensambla en el citoplasma y los 
cromosomas se compactan en el nucleoplasma. La rotura de la 
envoltura nuclear al final de la profase posibilita la interaction 
entre el huso y los cromosomas. La fosforilacion de las molecu¬ 
las de la lamina por la cinasa mitotica Cdk promueve el desen- 
samble de la lamina nuclear, que constituye la capa interna de 
la envoltura nuclear. El destino de la portion membranosa de la 
envoltura nuclear es tema de gran controversia. Segun la vision 
clasica, la envoltura nuclear se fragmenta en una poblacion de 
pequenas vesiculas que se dispersan por la celula mitotica. 

Algunos de los organelos membranosos del citoplasma per- 
manecen mas o menos intactos durante la mitosis; estos inclu- 
yen las mitocondrias, los lisosomas y los peroxisomas, asi como 
los cloroplastos de una celula vegetal. En los anos recientes se 
genera un debate considerable respecto al mecanismo por el cual 


el aparato de Golgi (GC) y el reticulo endoplasmico se par- 
ten durante la mitosis. De acuerdo con uno de los puntos de 
vista, el contenido del aparato de Golgi se incorpora al reticulo 
endoplasmico durante la profase y el GC deja de existir por un 
breve periodo como organelo distintivo. Segun una vision alter- 
nativa, las membranas de Golgi se fragmentan para formar una 
poblacion distinta de pequenas vesiculas que se reparten entre las 
celulas hijas. Una tercera hipotesis basada sobre todo en estudios 
con algas y protistas indica que todo el organelo en cuestion se 
divide en dos y cada celula hija recibe la mitad de la estructura 
original. Al final es posible que los diferentes tipos de celulas u 
organismos utilicen distintos mecanismos de herencia del apa¬ 
rato de Golgi. Las ideas de los autores acerca del destino del 
reticulo endoplasmico tambien cambiaron. Estudios recientes 
con celulas vivas cultivadas de mamiferos sugieren que la red 
de reticulo endoplasmico permanece hasta cierto punto intacta 
durante la mitosis. Este punto de vista pone en duda los estudios 
iniciales realizados principalmente con huevos y embriones que 
sugieren que el reticulo endoplasmico se fragmenta durante la 
profase. 

Prometafase 

La disolucion de la envoltura nuclear marca el initio de la segun- 
da fase de la mitosis, la prometafase, durante la cual el ensamble 
del huso mitotico se completa y los cromosomas se mueven a su 
position en el centra de la celula. Al principio de la prometafase 
los cromosomas compactados se diseminan por el espacio que 
era la region nuclear (fig. 14-20). Conforme los microtubulos del 
huso penetran a la region central de la celula, los extremos fibres 
(mas) de los microtubulos crecen y se encogen en forma muy 
dinamica, como si “buscaran” un cromosoma. No existe certeza 
acerca de si esta busqueda es del todo aleatoria, ya que las pruebas 
sugieren que los microtubulos pueden crecer de modo preferen- 



FIGURA 14-20 Prometafase. Micrografia con fluorescencia de una celula pul- 
monar de salamandra, cultivada en la prometafase temprana de la mitosis, 
justo despues de que la envoltura nuclear se rompiera. Ahora los microtubu¬ 
los del huso mitotico pueden interactuar con los cromosomas. El huso mito¬ 
tico se ve verde despues de la marca con un anticuerpo monoclonal contra 
tubulina, mientras que los cromosomas aparecen azules despues de marcar- 
los con un pigmento fluorescente. (Por cortesia de Alexy Khodjakov.) 
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rial hacia un sitio que contiene cromatina. Los microtubulos que 
hacen contacto con un cinetocoro se “capturan’y estabilizan. 

Por lo general un cinetocoro establece contacto inicial con 
la pared lateral de un microtubulo y no con su extremo. Una vez 
que se hace el primer contacto, algunos cromosomas se mue- 
ven de modo mas activo a lo largo de la pared del microtubu¬ 
lo, impulsados por las proteinas motoras que se localizan en el 
cinetocoro. Sin embargo, poco despues el cinetocoro tiende a 
relacionarse de manera estable con el extremo mas de uno o mas 
microtubulos del huso de uno de los polos del huso. Por ultimo, 
el cinetocoro no unido de la cromatide hija captura sus propios 
microtubulos del polo contrario del huso. Como resultado, al 
final las dos cromatides hermanas de cada cromosoma mitotico 
se conectan mediante cinetocoros con los microtubulos que se 
extienden entre los polos opuestos. 



FIGURA 14-21 Consecuencia de una proteina motora faltante en la alinea- 
cion cromosomica durante la prometafase. La micrografia superior mues- 
tra un huso mitotico que se ensamblo en un extracto completo de huevos 
de rana. La micrografia inferior muestra el huso mitotico que se ensamblo 
en un extracto de huevos de rana en la que se elimino una proteina parti¬ 
cular similar a la cinesina llamada Kid, que se encuentra en los brazos de 
los cromosomas en prometafase. En ausencia de esta proteina motora, los 
cromosomas no se alinean en el centra del huso, sino que se encuentran 
estirados sobre los microtubulos del huso y aglomerados cerca de los polos. 
En condiciones normales, Kid proporciona la fuerza necesaria para que los 
cromosomas se alejen de los polos (vease fig. 14-33 a ). (Tomada de Celia 
Antonio et al., por cortesia de Isabelle Vernos, Cell, vol. 102, por- 
TADA DEL NUMERO 4, 2000, CON AUTORIZACION DE CELL PRESS.) 


Observaciones en celulas vivas indican que los cromosomas 
de la prometafase relacionados con los microtubulos del huso no 
se mueven en forma directa al centra del huso, sino que oscilan 
adelante y atras, hacia el polo y en sentido contrario. Por ulti¬ 
mo, los cromosomas de una celula en prometafase se mueven 
mediante un proceso llamado congresion hacia el centra del 
huso mitotico, a la mitad entre ambos polos. Las fuerzas nece- 
sarias para los movimientos cromosomicos durante la prometa¬ 
fase provienen de proteinas motoras relacionadas tanto con los 
cinetocoros como con los brazos de los cromosomas (lo que se 
muestra en la figura 14-33 a y se explica en el pie de la misma). 
La figura 14-21 ilustra las consecuencias de una deficiencia de 
una proteina motora cromosomica cuya actividad aleja los cro¬ 
mosomas de los polos. 

Conforme los cromosomas se congregan hacia el centra del 
huso mitotico, los microtubulos mas largos unidos con un cine¬ 
tocoro se acortan, en tanto que los microtubulos mas cortos uni¬ 
dos con el cinetocoro hermano se alargan. Se piensa que estos 
cambios de longitud de los microtubulos son regidos por dife- 
rencias en la fuerza de traccion (tension) en los dos cinetocoros 
hermanos. El acortamiento y la elongacion de los microtubulos 
se deben sobre todo a perdida o ganancia de subunidades en el 
extremo mas del microtubulo (fig. 14-22). Un hecho notable es 
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FIGURA 14-22 Comportamiento de los microtubulos durante la 
formacion de la placa de la metafase. Al principio el cromosoma 
se conecta con los microtubulos de los polos opuestos, que pueden tener una 
longitud muy distinta. Conforme la prometafase continua, este desequilibrio 
se corrige como resultado del acortamiento de los microtubulos de un polo 
debido a la perdida rapida de subunidades de tubulina en el cinetocoro y la 
elongacion de los microtubulos del polo opuesto mediante la rapida adicion 
de subunidades de tubulina en el cinetocoro. Estos cambios se sobreponen 
a una polimerizacion y una despolimerizacion mucho mas lentas (dibujo 
inferior) que ocurren de manera continua durante la prometafase y la meta¬ 
fase, lo que determina que las subunidades del microtubulo se muevan hacia 
los polos en un proceso conocido como flujo micro tubular. 
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FIGURA 14-23 El compromise) de un cromosoma durante la prometafase 
y su movimiento a la placa de la metafase. Esta serie de fotografias toma- 
das de un video muestra los movimientos de los cromosomas de una celula 
pulmonar de salamandra en un periodo de 100 s durante la prometafase. 
Aunque la mayorfa de los cromosomas de la celula estaba casi alineada en 
la placa de la metafase al principio de la secuencia, uno de los cromosomas 


no se habfa unido con las fibras del huso (flecha). En B el cromosoma des- 
encaminado se unio al huso y luego se mueve hacia el polo con velocidad 
variable hasta que llega a su posicion estable en F. La posicion de un polo se 
indica con la punta de flecha en A. (Tomada de Stephen P. Alexander y 
Conly L. Rieder, J Cell Biol 113:807,1991; mediante autorizacion 

DE DERECHOS RESERVADOS DE LA ROCKEFELLER UNIVERSITY PRESS.) 


que esta actividad dinamica tiene lugar mientras el extremo mas 
de cada microtubulo permanece unido con un cinetocoro. 

De modo eventual, cada cromosoma se coloca en posicion 
sobre un piano en el centra del huso, de manera que los microtu- 
bulos de cada polo tienen una longitud equivalente. La serie de 
fotografias de la figura 14-23 muestra el movimiento caprichoso 
de un cromosoma de un sitio periferico hacia el centra del huso 
mitotico durante la prometafase. 

Metafase 

La celula llega a la etapa de metafase cuando todos los cro¬ 
mosomas se alinean en el ecuador del huso, con una cromatide 
en cada cromosoma conectada por su cinetocoro con los micro- 
tubulos de un polo y su cromatide hermana conectada por su 
cinetocoro con los microtubulos del polo contrario (fig. 14-24). 
El piano de alineacion de los cromosomas en metafase se conoce 
como placa de metafase. El huso mitotico de la celula en metafa¬ 
se contiene un conjunto muy ordenado de microtubulos que es 
ideal para la tarea de separar las cromatides duplicadas situadas 


en el centra de la celula. Desde el punto de vista funcional, los 
microtubulos del huso de la metafase de una celula animal pue- 
den dividirse en tres grupos de fibras (fig. 14-24). 

1. Microtubulos astrales que irradian hacia afuera desde el cen- 
trosoma, para la region exterior del cuerpo del huso. Ayudan 
a colocar el aparato del huso en la celula y es probable que 
contribuyan a establecer el piano de citocinesis. 

2. Microtubulos cromosomicos (del cinetocoro ) que van desde el 
centrosoma hasta los cinetocoros de los cromosomas. En las 
celulas de los mamiferos cada cinetocoro esta unido con un 
haz de 20 a 30 microtubulos, lo que forma una fibra del huso. 
Durante la metafase los microtubulos cromosomicos ejercen 
una fuerza de traction sobre los cinetocoros. Como resultado 
los cromosomas se mantienen en el piano ecuatorial por “una 
competencia de tirar la cuerda” entre las fuerzas de traction 
equilibradas que ejercen las fibras del huso cromosomico 
de los polos opuestos. Los microtubulos cromosomicos son 
necesarios para el movimiento de los cromosomas hacia los 
polos durante la anafase. 
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FIGURA 14-24 El huso mitotico de una celula animal. Cada polo del huso 
contiene un par de centriolos rodeados por material pericentriolar amorfo, 
en el que se forman los nucleos de los microtubulos. Pueden verse tres tipos 


de fibras del huso: astralcs, cromosomicas y polarcs, cuyas funciones se des- 
criben en el texto. Todos los microtubulos del huso, que pueden ser miles, 
tienen sus extremos menos dirigidos hacia el centrosoma. 


3. Microtubulos polares (o mterpolares) que se extienden desde el 
centrosoma y mas alia de los cromosomas. Los microtubulos 
polares de un centrosoma se superponen con sus contrapartes 
del centrosoma opuesto. Los microtubulos polares forman 
una canasta estructural que mantiene la integridad mecanica 
del huso. 

Cuando se ven imagenes o videos de la mitosis, parece que 
la metafase es una etapa durante la cual la celula hace una breve 
pausa, como si todas las actividades mitoticas se detuvieran. No 
obstante, el analisis experimental revela que la metafase es un 
periodo en el que ocurren sucesos importantes. 

Flujo de microtubulos en el huso de la metafase Aunque 
no se observe un cambio evidente en la longitud de los microtu¬ 
bulos cromosomicos cuando se alinean en la placa de la metafa¬ 
se, los estudios en tubulina con marca fluorescente indican que 
los microtubulos se encuentran en un estado muy dinamico. Las 
subunidades se pierden y agregan con rapidez en los extremos 
positivos de los microtubulos cromosomicos, aunque se supo- 
ne que estos extremos estan unidos al cinetocoro. Por tanto el 
cinetocoro no actua como una tapa al final del microtubulo que 
bloquea la entrada o salida de las subunidades terminales, sino 
que es un sitio de actividad dinamica. Puesto que se agregan mas 
subunidades al extremo mas de las que se pierden, existe una 
adicion neta de subunidades en el cinetocoro. Mientras tanto los 
extremos menos de los microtubulos experimentan una perdida 
neta, por lo que se cree que las subunidades se mueven a lo largo 
de los microtubulos cromosomicos del cinetocoro hacia el polo. 
Este flujo hacia el polo de las subunidades de tubulina en un huso 
mitotico se muestra en el experimento ilustrado en la figura 
14-25. Es probable que a la perdida de subunidades de tubulina 
en los polos contribuya un miembro de la familia cinesina 13 de 
proteinas motoras cuya funcion es promover la despolarizacion 
de los microtubulos mas que el movimiento (pag. 339). 



FIGURA 14-25 Flujo de tubulina a travesde los microtubulos del huso mito- 
tico en la metafase. Aunque los microtubulos parecen estacionarios en esta 
etapa, la inyeccion de subunidades de tubulina fluorescente indica que los 
componentes del huso se encuentran en un estado dinamico de flujo. Las 
subunidades se incorporan de preferencia en los cinetocoros de los microtubu¬ 
los cromosomicos y en los extremos ecuatoriales de los microtubulos polares, y 
la perdida es mayor en los extremos menos de los microtubulos en la region de 
los polos. Las subunidades de tubulina se mueven por los microtubulos de un 
huso en metafase a una velocidad aproximada de 1 pm por minuto. 
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Anafase 

La anafase comienza cuando las cromatides hermanas de cada 
cromosoma se separan e inician su movimiento hacia los polos 
opuestos. 

El control de la anafase Las tecnicas geneticas y bioqulmi- 
cas proporcionan una gran cantidad de information respecto al 
mecanismo que se encarga del inicio de la anafase. Antes se sena- 
16 que dos complejos proteicos distintos, SCF y APC, agregan 
ubiquitina a las proteinas en diferentes etapas del ciclo celular, lo 
que las destina a la destruction por efecto de un proteasoma. La 
figura 14-26 a muestra los periodos del ciclo celular durante los 
que los complejos SCF y APC estan activos. Como se ilustra en 
la figura 14-26«, SCF actua sobre todo durante la interfase. En 
cambio, el complejopromotor de la anafase, o APC, desempena una 
funcion clave en la regulation de los eventos que ocurren duran¬ 
te la mitosis. El complejo APC contiene cerca de una docena 
de subunidades centrales, ademas de una “proteina adaptadora” 
que ejerce una funcion clave para determinar cuales proteinas 
sirven como sustrato para APC. Dos versiones alternativas de 
esta proteina adaptadora (Cdc20 y Cdhl) tienen una funcion 
importante en la selection del sustrato durante la mitosis. Los 
complejos APC que contienen uno u otro de estos adaptadores 
se conocen como APC Cdc2 ° o APC Cdhl (fig. 14-26a). 

El APC Cdc2 ° se activa durante la transition metafase-anafa- 
se (fig. 14-26a) y ubiquitina un inhibidor principal de la anafase 


llamado securina (que recibe ese nombre porque asegura la union 
entre cromatides hermanas). La ubiquitinacion y destruction de 
la securina al final de la metafase libera una proteasa activa que 
se conoce como separasa. La separasa retira luego una subunidad 
clave de las moleculas de cohesina que mantiene unidas las cro¬ 
matides hermanas (fig. 14-26A). La division de la cohesina inicia 
la separation de estas para marcar el comienzo de la anafase. 

Cerca del final de la mitosis Cdc20 se destruye y el adap- 
tador alternativo, Cdhl, toma el control de la selection del sus¬ 
trato del APC (fig. 14-26«). Cuando Cdhl se relaciona con el 
APC, la enzima completa la union con ubiquitina de las ciclinas 
mitoticas. La destruction de estas ciclinas mitoticas conduce 
a una caida precipitada en la actividad de la Cdk mitotica y 
la progresion de la celula para que saiga de la mitosis y entre a la 
fase Gj del siguiente ciclo celular (fig. 14-26A). Si la destruction 
de las ciclinas se impide, las celulas permanecen detenidas en la 
etapa tardia de la mitosis. 

Eventos de la anafase Todos los cromosomas de la placa de 
la metafase se dividen en sincronia al principio de la anafase y 
las cromatides (ahora denominadas cromosomas porque ya no 
estan unidas a sus hermanas) comienzan su migration hacia el 
polo (vease fig. 14-11). Cuando el cromosoma se mueve durante 
la anafase, su centromere luce como su borde delantero con los 
brazos del cromosoma atras (fig. 14-27«). El movimiento de 
los cromosomas hacia el polo contrario es muy lento en relation 
con otros tipos de movimientos celulares: avanzan cerca de 1 |im 




(a) (b) 


FIGURA 14-26 Actividades de SCF y APC durante el ciclo celu- 

lar. SCF y APC son subunidades de complejos, que se unen a 
los sustratos con ubiquitina, lo que conduce a su destruccion por medio 
de proteasomas. a) SCF se encuentra activo sobre todo durante la interfa¬ 
se, mientras que APC (complejo promotor de anafase) se activa durante la 
mitosis y G r Se indican dos versiones diferentes de APC. Los dos APC 
difieren en su contenido de una proteina adaptadora Cdc20 o Cdhl, lo 
que modifica el sustrato que el complejo APC reconoce. APC Cdc20 tiene 
actividad en una etapa mas temprana de la mitosis que APC Cdhl . (Nota: 
los mamiferos pueden construir docenas de complejos SCF distintos, que 
se consideran una sola entidad en esta figura. Las proteinas se convierten 


en sustratos para complejos SCF despues de fosforilarse.) b) APC Cdc20 es 
el encargado de destruir proteinas que inhiben la anafase, como la securina. 
La destruccion de estos sustratos promueve la transicion metafase-anafa- 
se. APC Cdhl se encarga de unir con ubiquitina proteinas como las ciclinas 
mitoticas, que inhiben la salida de la mitosis. La destruccion de estos sus¬ 
tratos induce la transicion mitosis-Gj. La actividad de APC Cdhl durante 
el principio de Gj ayuda a mantener baja la actividad de ciclina-Cdk (fig. 
14-8) necesaria para ensamblar complejos de preduplicacion en los origenes 
de duplication (fig. 13-20). ( A > reimpresa de J.-M. Peters, Curr Opin 
Cell Biol 1998;10:762; derechos reservados 1998, con autorizacion 
de Elsevier Science.) 
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FIGURA 14-27 El huso mitotico y los cromosomas en la anafase. 

a) Micrograffa electronica de la anafase tardia como ocurre en un 
extracto libre de celulas. Se observa que los brazos de los cromosomas que- 
dan detras, mientras los cinetocoros unidos con las fibras cromosomicas del 
huso dirigen el camino hacia los polos respectivos. Las fibras cromosomicas 
del huso en esta parte tardia de la anafase son muy cortas, y ya no se obser- 
van entre los hordes de avance de los cromosomas y los polos. Sin embargo, 
los microtubulos polares del huso son muy evidentes en la zona intermedia 
entre los cromosomas que se separan. Se cree que el movimiento relativo de 
los microtubulos polares es la causa de la separacion de los polos que ocurre 
durante la anafase B. b ) Dinamica de los microtubulos durante la anafase. 
Las subunidades de tubulina se pierden de ambos extremos de los microtu¬ 
bulos cromosomicos, lo que produce el acortamiento de las fibras cromoso¬ 
micas y el movimiento de los cromosomas hacia los polos durante la anafase 
A. Mientras tanto las subunidades de tubulina se agregan a los extremos 



(b) 


mas de los microtubulos polares, que tambien se deslizan unos sobre otros, 
lo que produce la separacion de los polos durante la anafase B. (. A , tomada 
de J. Richard McIntosh, en Microtubules, J. Hyams y C. L. Lloyd 
(eds.). Derechos reservados © 1994. Reimpresa con autorizacion 
de Wiley-Liss, Inc., subsidiaria de John Wiley Sc Sons, Inc.) 



por minuto, un valor calculado por un investigador de la mitosis 
como el equivalente a un viaje de Carolina del Norte a Italia 
que tomara cerca de 14 millones de anos. La escasa velocidad 
del movimiento cromosomico asegura que los cromosomas 
se separen con exactitud y sin enredos. En la section siguiente se 
describen las fuerzas que al parecer impulsan el movimiento de 
los cromosomas durante la anafase. 

El movimiento de los cromosomas hacia el polo se acom- 
pana de un acortamiento evidente en los microtubulos cromoso¬ 
micos. Desde hace mucho tiempo se aprecio que las subunidades 
de tubulina se pierden del extremo mas (con base en el cine- 
tocoro) de los microtubulos cromosomicos durante la anafase 
(fig. 14-27/5’). Tambien se pierden subunidades de los extremos 
menos de estos microtubulos como resultado del flujo continuo 
hacia el polo de las subunidades de tubulina que ocurre durante 
la prometafase y la metafase (figs. 14-22 y 14-25). La principal 
diferencia en la dinamica de los microtubulos entre la metafase 
y la anafase es que las subunidades se agregan al extremo mas de 
los microtubulos durante la metafase, lo que mantiene constante 
la longitud de las fibras cromosomicas (fig. 14-25), mientras que 
se pierden subunidades de los extremos mas durante la anafase, 
lo que produce acortamiento de las fibras cromosomicas (fig. 
14-277). Se piensa que este cambio de comportamiento en los 
extremos mas de los microtubulos es inducido por un cambio 


en la tension de los cinetocoros despues de la separation de las 
cromatides hermanas. 

El movimiento de los cromosomas hacia los polos se cono- 
ce como anafase A para distinguirlo de un movimiento distin- 
to, pero simultaneo, la anafase B, en la que los dos polos del 
huso se separan mas. La elongation del huso mitotico durante 
la anafase B se acompana de la adicion neta de subunidades de 
tubulina a los extremos mas de los microtubulos polares. Por 
tanto las subunidades pueden agregarse de manera preferente a 
los microtubulos polares y retirarse de los microtubulos cromo¬ 
somicos al mismo tiempo en distintas regiones del mismo huso 
mitotico (fig. 14-27/5). 

Fuerzas necesarias para los movimientos cromosomicos 
en la anafase A principios del decenio de 1960 Shinya Inoue 
del Laboratorio Biologico Marino de Woods Hole propuso 
que la despolimerizacion de los microtubulos cromosomicos 
durante la anafase no era una mera consecuencia del movimien¬ 
to de los cromosomas, sino la causa de este. Inoue sugirio que 
la despolimerizacion de los microtubulos que comprenden una 
fibra del huso podria generar suficiente fuerza mecanica para 
tirar de un cromosoma hacia adelante. 

El primer apoyo experimental para el modelo de desensam- 
ble provino de estudios en los que los cromosomas unidos con 
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FIGURA 14-28 Demostracion experimental de que la despolimerizacion 
de los microtubulos puede mover los cromosomas unidos in vitro. La 

estructura de la parte inferior izquierda es el remanente de un protozoario 
destruido. En presencia de tubulina, los cuerpos basales en la superficie del 
protozoario se usaron como sitios para el inicio de microtubulos, que cre- 
cieron hacia afuera en el medio. Una vez que los microtubulos se formaron, 
los cromosomas mitoticos condensados se introdujeron en la camara y se 
permitio que se unieran con los extremos de los microtubulos. La flecha 
muestra un cromosoma unido al final de un haz de microtubulos. Despues 
la concentracion de tubulina soluble dentro de la camara se redujo mediante 
dilucion, lo que ocasiono la despolimerizacion de los microtubulos. Como 
lo muestra esta secuencia de video, el abatimiento de los microtubulos se 
acompano del movimiento del cromosoma unido. La barra equivale a 5 pm. 
(Tomada de Martine Coue, Vivian A. Lombillo y J. Richard McIn¬ 
tosh, J Cell Biol 112:1169, 1991; mediante autorizacion de dere- 
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microtubulos se mueven como resultado de la despolimerizacion 
de los mismos. La figura 14-28« muestra un ejemplo de uno de 
estos experimentos. En este caso el movimiento de un cromo¬ 
soma unido a un micro tubulo (flecha) ocurre in vitro de spues 
de la dilucion del medio. La dilucion reduce la concentracion de 
tubulina soluble, lo que a su vez promueve la despolimerizacion 
de los microtubulos. Estos tipos de experimentos indican que 
la despolimerizacion de los microtubulos por si sola es capaz 
de generar la fuerza suficiente para tirar de los cromosomas por 
distancias considerables, pero no abordan la interrogante de si la 
celula utiliza o no este mecanismo. 

En la figura 14-29 a se ilustra un modelo de los procesos que 
se propone ocurren durante el movimiento cromosomico en la 
anafase. Como se indica en la figura 14-27 b, los microtubulos que 
constituyen las fibras del huso cromosomico sufren despolime¬ 
rizacion tanto en los extremos mas como en los menos durante 
la anafase. Estas actividades combinadas causan el movimiento 
de los cromosomas hacia el polo. La despolimerizacion en los 
extremos menos sirve para transportar los cromosomas hacia 
los polos debido al flujo en este sentido, que hace pensar en una 
persona que viaja en una banda sinfin. En cambio, la despoli¬ 
merizacion en los extremos mas de los microtubulos sirve para 
“masticar” la fibra que tira de los cromosomas. Algunas celulas 
dependen en mayor medida del flujo hacia los polos, y otras, 
de la despolimerizacion de los extremos mas. Los estudios con 
celulas animales en anafase han revelado que tanto el extremo 
mas como el menos de las fibras cromosomicas son sitios en que 
se localizan cinesinas despolimerizadoras (miembros de la fami- 
lia de la cinesina 13, pagina 339). Estas despolimerasas estan 
indicadas en los extremos opuestos del microtubulo en la figura 
14-29«. Si alguna de estas “despolimerasas” de los microtubulos 
se inhibe especificamente, la segregation cromosomica durante 


la anafase se interrumpe al menos en parte. Estas observaciones 
sugieren que la despolimerizacion mediada por cinesina depen- 
diente de ATP (en comparacion con el tipo de despolimeriza¬ 
cion que caracteriza a la despolimerizacion dinamica) constituye 
la base de la segregation cromosomica durante la mitosis. 

Otros estudios recientes con celulas de levadura han reve¬ 
lado el mecanismo aparente por el cual los extremos mas en 
despolimerizacion de estos microtubulos se unen fisicamente a 
los cinetocoros de los cromosomas. Cada cinetocoro de un cro¬ 
mosoma de levadura contiene un complejo proteinico en forma 
de anillo llamado Daml, cuyo diametro interno de 32 nm es 
suficientemente grande para rodear sin apreturas un microtu¬ 
bulo. En presencia de microtubulos, Daml se ensambla para 
formar anillos y helices que rodean a aquellos (fig. 14-297). Si 
estos microtubulos rodeados son inducidos a despolimerizarse 
in vitro, se observa que los anillos se deslizan a lo largo de los 
microtubulos por distancias de varios micrometros, inmediata- 
mente detras de la punta en despolimerizacion. 

En la figura 14-29zz tambien se ilustra la funcion del anillo 
Daml. Segun este modelo, la energia liberada por los protofi- 
lamentos al desprenderse del microtubulo (pag. 347) es utiliza- 
da para empujar el anillo Daml hacia el extremo opuesto del 
microtubulo. En virtud de que el anillo se une al cinetocoro 
del cromosoma en anafase, todo el cromosoma se mueve hacia 
el polo del huso. Aunque los vertebrados no poseen homolo¬ 
gos cercanos de las proteinas Daml, es muy probable que en 
todas las celulas eucariotas este presente un complejo proteinico 
con estructura y funcion similares. Incluso si no existe tal anillo, 
motores moleculares presentes en los cinetocoros (fig. 14-16r) 
podrian tener un cometido critico en el anclaje de los cromo¬ 
somas a los extremos mas de los microtubulos cromosomicos 
cuando pierden subunidades. 

El punto de revision del huso Como se explica en la pagina 
577, las celulas poseen mecanismos de puntos de revision que 
vigilan el estado de los eventos durante el ciclo celular. Uno de 
estos puntos de revision opera en la transition entre la metafase 
y la anafase. El punto de revision del huso, como suele deno- 
minarse, se revela mejor cuando un cromosoma no se alinea en 
forma apropiada en la placa de metafase. Cuando esto sucede 
el mecanismo del punto de revision retrasa el inicio de la ana¬ 
fase hasta que el cromosoma mal colocado asuma su position 
apropiada en el ecuador del huso. El riesgo de que las celulas 
hijas reciban un numero anormal de cromosomas (aneuploidia) 
se eleva mucho si una celula no es capaz de posponer la sepa¬ 
ration cromosomica. Esta expectativa ha sido confirmada por 
la identification de esta falla en algunos ninos con deficiencias 
hereditarias, en una de las proteinas de punto de revision del 
huso. Tales individuos presentan un trastorno (llamado MVA) 
que se caracteriza por un alto porcentaje de celulas aneuploides 
y un riesgo muy elevado de sufrir cancer. 

^Como es que la celula determina si uno o mas cromoso¬ 
mas no estan bien alineados en la placa de metafase? Hay que 
considerar que un cromosoma solo esta unido a los microtubu¬ 
los por uno de los polos del huso, la que quiza sea la circunstan- 
cia del cromosoma en position irregular indicado por la flecha 
en la figura 14-23«. Los cinetocoros no unidos contienen un 
complejo de proteinas, la mejor estudiada de las cuales es Mad2, 
que media el punto de revision del huso. La presencia de estas 
proteinas en un cinetocoro no unido envia una serial de “espera a 
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FIGURA 14-29 Mecanismo propuesto para el movimiento de los cromo- 
somas durante la anafase. a ) En el modelo ilustrado aqui, el movimiento 
de los cromosomas hacia los polos se realiza mediante una combinacion de 
flujo hacia los polos, que mueve el cuerpo de cada microtubulo hacia uno 
de los polos, y la despolimerizacion simultanea del microtubulo en cada 
extremo. Las cinesinas despolimerizadoras de la familia de la cinesina 13 
se han detectado tanto en el extremo mas (cinetocoro) como en el menos 
(polar) de los microtubulos cromosomicos, y se postula que son respon- 
sables de la despolimerizacion en sus respectivos sitios. El cromosoma es 
capaz de permanecer vinculado con el extremo mas del microtubulo cuan- 
do se despolimeriza por la presencia del anillo Daml, que rodea el extre¬ 
mo mas del microtubulo en el cinetocoro. La fuerza requerida para el 
movimiento del cromosoma es aportada por la liberation de la energia de 
tension a medida que el microtubulo se despolimeriza. La energia que se 
libera es utilizada por los extremos doblados de los protofilamentos despo- 
limerizantes para deslizar el anillo Daml a lo largo del microtubulo hacia 
el polo, b ) Micrografia electronica de un microtubulo con tincion negativa 
rodeado por un anillo proteinico consistente en el complejo Daml de leva- 
dura, constituido hasta por 10 polipeptidos distintos. El anillo mostrado 
aqui se ha ensamblado alrededor del microtubulo durante una incubation 
in vitro con las subunidades Daml purificadas. ( B , tomada de Stefan 
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Westermann, et al., Nature 440:434, 2006; cortesia de Georjana 
Barnes; © copyright 2006, Macmillan Magazines Limited.) 


la maquinaria del ciclo celular que impide que la celula continue 
hasta la anafase. Una vez que el cromosoma irregular se une a 
las fibras del huso de ambos polos y se alinea bien en la placa 
de metafase, el complejo de senalizacion sale del centromero, 
lo que apaga la serial de “espera” y permite que la celula avance 
hacia la anafase. 


FIGURA 14-30 El punto de revision del huso. Micrografia con fluorescencia 
de una celula de mamifero en la prometafase tardia marcada con anticuerpos 
contra la proteina del punto de revision del huso Mad2 (rosa) y la tubulina 
de los microtubulos (verde). Los cromosomas se ven azules. Se observa que 
solo uno de los cromosomas de esta celula contiene Mad2 y este cromosoma 
aun no se alinea en la placa de la metafase. La presencia de Mad2 en el cine¬ 
tocoro de este cromosoma es suficiente para prevenir el inicio de la anafase. 
(Tomada de Jennifer Waters Shuler, Rey-Huei Chen, Andrew W. 
Murray y E. D. Salmon, J Cell Biol, vol 141, portada del num. 5, 

1998, MEDIANTE AUTORIZACION DE DERECHOS RESERVADOS DE LA ROCKE¬ 
FELLER University Press.) 


La figura 14-30 muestra el huso mitotico de una celula que 
se detiene antes de la metafase a causa de un solo cromoso¬ 
ma mal alineado. A diferencia de los otros cinetocoros de esta 
celula, se ve que solo el cromosoma mal alineado contiene la 
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protema Mad2. Las moleculas Mad2 pueden inhibir el avance 
del ciclo celular en tanto la celula contenga cromosomas mal 
alineados. La inhibicion se logra mediante la interaccion directa 
entre Mad2 y el activador de APC Cdc20. Durante el periodo 
que Cdc20 permanece unido con Mad2, los complejos APC son 
incapaces de unir con ubiquitina el inhibidor de la anafase secu- 
rina, lo que mantiene todas las cromatides hermanas unidas una 
a la otra con el “pegamento” cohesina. 

^Que sucede con un centromere no unido que lo convier- 
te en un sitio de union para las proteinas de punto de revision 
como Mad2? Dos propiedades interdependientes distinguen 
a un cinetocoro no unido: la falta de interaccion fisica con los 
microtubulos y la falta de tension que en condiciones normales 
ejercen los microtubulos unidos sobre el centromere. La falta 
de interaccion con microtubulos o de tension parece capaz de 
detener una celula en metafase. La importancia de la tension se 
ilustra en el experimento que se muestra en la figura 14-31 y 
se describe en el pie de la misma. En ocasiones ambas croma¬ 
tides del cromosoma se unen con los microtubulos del mismo 
polo del huso, lo que deja al cromosoma sin tension bipolar. Los 
cinetocoros tienen un mecanismo corrector mediado por una 
enzima llamada cinasa Aurora B y se cree que responde a la falta 
de tension. Conforme a un modeio que esta en boga, las molecu- 
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FIGURA 14-31 Demostracion experimental de la importancia de la tension 
mecanica en el control del punto de revision de la metafase. a) El cromo¬ 
soma unido en dos puntos de la parte superior del dibujo esta sometido a 
tension por ambos polos (se indica con las flechas rojas), mientras que el 
cromosoma que nada mas tiene un punto de union en la parte inferior esta 
sometido a tension solo por un polo. Como resultado de este desequilibrio, 
la celula se detiene en metafase. b ) Cuando el cromosoma que solo tenia 
un punto de union es tirado hacia el polo no sujeto con una microaguja de 
vidrio, la tension artificial aplicada Simula la del microsoma unido en dos 
puntos y la celula procede a la anafase. (El experimento real realizado por 
X. Li y Bruce Nicklas se efectuo con espermatocitos en mciosis, pero se 
cree que los resultados se aplican igual a las celulas mitoticas.) 


las de cinasa Aurora B del cromosoma mal orientado fosforilan 
un sustrato aun no identificado, lo que desestabiliza la union 
del microtubulo con ambos centromeres. Una vez liberados de 
esta union, los cinetocoros de cada cromatide hermana tienen 
una nueva oportunidad de unirse con los microtubulos de los 
polos opuestos del huso. La inhibicion de la cinasa Aurora B 
en las celulas o extractos produce mala alineacion y separation 
defectuosa de los cromosomas (vease fig. 18-50). 


Telofase 

Conforme los cromosomas se aproximan a sus polos respectivos, 
tienden a reunirse en una masa, lo que marca el principio de la 
etapa final de la mitosis, o telofase (figs. 14-11 y 14-32). En 
la telofase las celulas hijas regresan a la condition de interfase: la 
envoltura nuclear se reforma y los cromosomas se dispersan cada 
vez mas hasta que desaparecen de la vista en el microscopio. La 
division real del citoplasma en dos celulas hijas tiene lugar por 
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FIGURA 14-32 Telofase. Micrograffa electronica de un corte a traves de una 
celula de la granulosa ovarica en telofase. (Tomada de J. A. Rhodin, His¬ 
tology, Oxford, 1974.) 
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un proceso que se describe un poco mas adelante. Sin embargo, 
primero hay que regresar y considerar las fuerzas necesarias para 
que todos los movimientos principales de los cromosomas ocu- 
rran durante la mitosis. 

Fuerzas necesarias para los movimientos 
mitoticos 

La mitosis se caracteriza por extensos movimientos de las 
estructuras celulares. La profase se acompana de movimiento 
de los polos del huso a los extremos opuestos de la celula; la 
prometafase tiene el movimiento de los cromosomas al ecuador 
del huso; la anafase A de movimiento de los cromosomas desde 
el ecuador del huso hacia sus polos y la anafase B, de la elonga¬ 
tion del huso. En los ultimos 10 anos se identificaron diversos 
motores moleculares en lugares diferentes en las celulas mitoti- 
cas de especies muy diversas. Todos los motores que se conside- 
raban vinculados con los movimientos mitoticos son motores 
de microtubulos, inclusive varias proteinas distintas relacionadas 



con la cinesina y la dineina citoplasmica. Algunos de los motores 
se mueven hacia el extremo mas del microtubulo, otros hacia el 
extremo menos. Como se expuso antes, una de las cinesinas no 
se mueve a ninguna parte, sino que promueve la despolimeriza- 
cion de los microtubulos (pag. 592). Las proteinas motoras se 
localizan en los polos del huso, junto con las fibras del huso, y 
dentro de los centromeres y los hrazos de los cromosomas. 

En particular tres tipos de estudios proporcionan un vistazo 
de las funciones de las proteinas motoras especificas: 1) analisis 
del fenotipo de las celulas que carecen del motor porque tie- 
nen una mutation en un gen que codifica parte de la proteina 
motora, 2) inyeccion celular de anticuerpos o inhibidores contra 
proteinas motoras especificas en varias etapas de la mitosis y 3) 
agotamiento de la proteina motora en extractos celulares en los 
que se forman husos mitoticos. Aunque aun no pueden obtener- 
se conclusiones firmes acerca de las funciones de las proteinas 
motoras especificas, se sugiere un cuadro general de las funcio¬ 
nes de estas moleculas (fig. 14-33): 

• Es probable que las proteinas motoras localizadas a lo largo 
de los microtubulos polares contribuyan a mantener separa- 
dos los polos (fig. 14-33 a, b). 

• Es probable que las proteinas motoras que residen en los 
cromosomas sean importantes para los movimientos delos cro¬ 
mosomas durante la prometafase (fig. 14-33«),para mantener 
los cromosomas en la placa de metafase (fig. 14-33A) y para 
separar los cromosomas durante la anafase (fig. 14-33r). 

• Es probable que las proteinas motoras situadas a lo largo de 
los microtubulos polares superpuestos en la region del ecua¬ 
dor del huso sean las causantes del deslizamiento de unos 
microtubulos sobre otros, lo que alarga el huso durante la 
anafase B (fig. 14-33r). 


FIGURA 14-33 Actividad propuesta de las proteinas motoras durante la 
mitosis, a) Prometafase. Las dos mitades del huso mitotico se separan una 
de la otra hacia los polos opuestos, lo que al parecer es el resultado de la 
action de los motores dirigidos al extremo mas, que causa que los micro¬ 
tubulos polares de los polos contrarios se deslicen uno sobre otro (paso 1). 
(Los motores adicionales relacionados con los centrosomas y la corteza no se 
muestran.) Mientras tanto,los cromosomas se unieron con los microtubulos 
cromosomicos y se ven oscilando adelante y atras sobre los microtubulos. Al 
final los cromosomas se mueven al centro del huso, a la mitad entre ambos 
polos. Los movimientos cromosomicos hacia los polos estan mediados por 
motores dirigidos a los extremos menos (es decir, dineina citoplasmica) que 
se encuentran en el cinetocoro (paso 2). Los movimientos cromosomicos 
que se alejan de los polos estan mediados por motores dirigidos al extremo 
mas (o sea, proteinas similares a cinesina) que se encuentran en el cineto¬ 
coro y sobre todo en los brazos cromosomicos (paso 3) (vease fig. 14-21). b ) 
Metafase. Las dos mitades del huso mantienen su separacion como resulta¬ 
do de la actividad del motor dirigido al extremo mas que se encuentra sobre 
los microtubulos polares (paso 4). Se cree que los cromosomas se mantienen 
en el piano ecuatorial por la actividad equilibrada de las proteinas motoras 
que estan en el cinetocoro (paso 5). c ) Anafase. Se piensa que el movimiento 
de los cromosomas hacia los polos requiere la actividad de los motores del 
cinetocoro (paso 6) que se mueven sobre los microtubulos cromosomicos o 
anclan los cromosomas a los microtubulos mientras se despolimerizan. La 
separacion de los polos (anafase B) parece consecuencia de la actividad con- 
tinua de los motores dirigidos al extremo mas de los microtubulos polares 
(paso 7). (Tomada de K. E. Sawin y J. M. Scholey, Trends Cell Biol 
1:122,1991.) 


(c) 
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Citocinesis 

Durante la mitosis se realiza la separation de los cromosomas 
duplicados en los nucleos de las celulas hijas, pero la celula se 
divide en dos celulas hijas por un proceso separado llamado 
citocinesis. El primer indicio de citocinesis en la mayoria de las 
celulas animales aparece durante la anafase como una indenta¬ 
tion en la superficie celular en una banda angosta alrededor de 
la celula. Conforme pasa el tiempo, la indentation se profundiza 
para formar una hendidura que rodea por completo la celula. 3 El 
piano del surco esta en el mismo que antes ocupaban los cromo¬ 
somas de la placa de metafase, por lo que los dos conjuntos de 
cromosomas al final se parten entre dos celulas diferentes (como 
en la figura 14-32). A medida que una celula se divide en dos, 
se libera membrana plasmatica adicional a la superficie celular 
mediante vesiculas citoplasmicas que se fusionan con el surco 
divisorio que aumenta. El surco continua profundizandose al 
pasar por los remanentes densamente empacados de la portion 
central del huso mitotico, lo que forma un puente citoplasmico 
entre las celulas hijas llamado cuerpo central (fig. 14-34/*). Las 
superficies opuestas finalmente se fusionan entre si en el centra 
de la celula, con lo que esta se divide en dos (fig. 14-34/6). 

El concepto actual del mecanismo encargado de la citoci- 
nesis deriva de una propuesta hecha por Douglas Marsland en el 
decenio de 1950 y que se conoce como la teoria delanillo contrdc- 
til (fig. 14-35/*). Marsland propuso que la fuerza necesaria para 
dividir la celula se genera en una banda delgada de citoplasma 
contractil localizado en la corteza, justo debajo de la membrana 
plasmatica del surco. El examen microscopico de la corteza bajo 


3 En algunas celulas, inclusive en el huevo del cinetoforo que se muestra en la figura 
4-8 b, el tunel inicia en un solo lado. 


el surco de una celula en division revela la presencia de grandes 
cantidades de filamentos de actina (figs. 14-356 y 14-36/r). 

Entre los filamentos de actina se intercala una menor canti- 
dad de filamentos bipolares cortos de miosina. Estos filamentos 
se forman de miosina II, como lo evidencia su union de anti- 
cuerpos contra miosina II (fig. 14-366). La importancia de la 
miosina II en la citocinesis se manifiesta por el hecho de que: 
1) los anticuerpos contra miosina producen un cese rapido de 
la citocinesis cuando se inyectan en una celula en proceso 
de division (fig. 14-36r) y 2) las celulas que carecen de un gen 
funcional para miosina II realizan la division celular por mitosis, 
pero no pueden dividirse de manera normal en las celulas hijas. 
El ensamblaje de la maquinaria contractil de actina y miosina 
en el piano del futuro surco de escision es dirigido por una pro- 
teina G llamada RhoA. En este estado unido a GTP, la RhoA 
induce una cascada de sucesos que llevan tanto al ensamblaje de 
filamentos de actina como al initio de la actividad motora de la 
miosina II. 

Se cree que el mecanismo generador de la fuerza que opera 
durante la citocinesis es similar a la contraction basada en la 
actina-miosina de las celulas musculares. En tanto el desliza- 
miento de los filamentos de actina de una celula muscular cau¬ 
sa el acortamiento de la fibra muscular, el deslizamiento de los 
filamentos del anillo contractil tira de la corteza y la membrana 
plasmatica unida hacia el centra de la celula. Como resultado 
el anillo contractil constrine la region ecuatorial de la celula, de 
modo muy similar a lo que sucede cuando se tira del cordon para 
cerrar la abertura de una bolsa. 

Existe acuerdo general en que la position del surco diviso¬ 
rio es determinada por el huso mitotico en anafase, pero exis¬ 
te un debate fuerte en torno a la forma en que esto ocurre a 
nivel molecular. Los estudios pioneros realizados con oocitos de 
invertebrados marinos por Ray Rappaport del Union College en 
Nueva York demostraron que el anillo contractil se forma en un 



FIGURA 14-34 Citocinesis. a) Estas celulas cultivadas de mamf- 
fero se encuentran en la fase final de la citocinesis, llamada abs- 
cision, en la cual el surco de separacion corta el cuerpo central; se observa 
un diminuto puente citoplasmico empacado con remanentes de la porcion 
central del huso mitotico. Los microtubulos estan tenidos de verde, la actina 


de rojo, y el DNA de azul. b) Este ovulo de erizo de mar acaba de dividirse 
en dos celulas por citocinesis. (Reimpresa con autorizacion de Ahna R. 
Skop et al., Science 305:61,2004; © copyright 2004; American Asso¬ 
ciation for the Advancement of Science; B , cortesia de Tryggve 
Gustafson.) 
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FIGURA 14-36 Demostracion experimental de la importancia de la miosi¬ 
na en la citocinesis. ay b) Localizacion de la actina y la miosina II en una 
ameba Dictyostelium, durante la citocinesis, demostrada por inmunofluores- 
cencia doble. a) Los filamentos de actina (rojos) se localizan en el surco de 
separacion y en la periferia celular, donde desempenan una funcion clave en 
el movimiento celular (seccion 9.7). b ) La miosina II (verde) se localiza 
en el surco de division, parte de un anillo contractil que rodea al ecuador. 
c) Huevo de estrella de mar al que se aplico una microinyeccion de anticuer- 
po contra miosina de estrella de mar, como se observa con luz polarizada 
(que hace que los husos mitoticos se vean mas brillantes o mas oscuros que 
el fondo por la presencia de microtubulos orientados). Mientras la cito¬ 
cinesis se suprime por completo con los anticuerpos, la mitosis (como lo 
revelan los husos mitoticos) continua intacta. (A y B, por cortesia de Yo- 
shio Fukuji; C, tomada de Daniel P. Kiehart, Issei Mabuchi y Shinya 
Inoue,J Cell Biol 94:167,1982; mediante autorizacion de derechos 

RESERVADOS DE LA ROCKEFELLER UNIVERSITY PRESS.) 


FIGURA 14-35 Formacion y operacion del anillo contractil duran- 
Nw te la citocinesis. a) Los filamentos de actina ensamblan un anillo 
en el ecuador celular. La contraction del anillo, que requiere la action de la 
miosina, produce la formacion de un surco que divide la celula en dos. B ) 
Micrograffa de fluorescencia confocal de un espermatocito de mosca que 
experimenta la citocinesis, al final de la primera division meiotica. Se obser¬ 
va que los filamentos de actina, tenidos por la toxina del hongo faloidina, se 
concentran en una banda ecuatorial circular dentro del surco de separacion. 
(B, tomada de Daniel Saul et al., J. Cell Science 117:3893, 2004, 

CORTESIA DE JULIE A. BRILL, CON AUTORIZACION DE THE COMPANY OF 
Biologists, Ltd.) 


piano a la mitad de la distancia entre los polos del huso, incluso 
si uno de los polos era desplazado por medio de una microaguja 
insertada en la celula. En las micrografias de la figura 14-37 se 
muestra un ejemplo de la relation entre la position de los polos del 
huso y el piano de ruptura. Estos estudios sugieren que el sitio 
de ensamblaje de los filamentos de actina, y por tanto del piano de 
citocinesis, es determinado por una serial que emana de los polos 
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FIGURA 14-37 El sitio de formation del piano de separation y el momento 
en el que la division ocurre depende de la position del huso mitotico. a) Se 

permitio que este huevo de equinodermo se dividiera una vez para formar un 
embrion de dos celulas. Luego, cuando el huso mitotico aparecio en ambas 
celulas, se extrajo una con una micropipeta, lo que ocasiono que adquiriera 
una forma cilindrica. Las dos manchas oscuras en las celulas son los polos del 
huso que se formaron antes de la segunda division de cada celula. b) Nueve 
minutos mas tarde, la celula cilindrica ya completo la division, mientras que la 
celula esferica aun no empieza a dividirse. Estas fotografias indican que: 1) el 
piano de division se forma entre los polos del huso, sin importar su posicion, 
y 2) que la division ocurre con mas rapidez en la celula cilindrica. La barra 
equivale a 80 |lm. c ) Estos resultados pueden explicarse si se asume: 1) que el 
piano de division (barra roja) se forma donde se superponen los microtubulos 
astrales y 2) que la division ocurre mas pronto en la celula cilindrica porque 
la distancia entre los polos (esferas verdes) y el sitio de division es menor, lo 
que acorta el tiempo que tarda la senal de division en llegar a la superficie. {A 
y B , tomadas de Charles B. Shuster y David R. Burgess, J Cell Biol 
146:987,1999; mediante autorizacion de derechos reservados de la 
Rockefeller University Press.) 


del huso. Se piensa que esta senal viaja desde estos polos hasta la 
corteza celular a lo largo de los microtubulos astrales. Cuando 
la distancia entre los polos y la corteza se modifica por medios 
experimentales, el momento de la citocinesis cambia en grado 
notable (fig. 14-37). En cambio, los investigadores que realizan 
estudios con celulas de mamifero mas pequenas han encontrado 
indicios de que el sitio de formacion del surco es definido por 
un estimulo que se origina en la parte central del huso mitotico, 
no en los polos. Los cientificos se han esforzado por reconciliar 
estas observaciones contrastantes, lo cual se refleja en el titulo 
de una serie reciente de articulos aparecidos en Trends in Cell 
Biology. “Cytokinesis: the great divide” (“Citocinesis, la gran 
linea divisoria”). Las explicaciones mas sencillas son que 1) dife- 
rentes tipos celulares utilizan diferentes mecanismos o 2) ambos 
mecanismos operan en la misma celula. Estudios recientes dan 
apoyo a esta ultima posibilidad. 

Citocinesis en las celulas vegetales: formacion de la pla- 
ca celular Las celulas vegetales, que estan encerradas en 
una pared celular relativamente rigida, pasan por la citocinesis 
mediante un mecanismo muy distinto. A diferencia de las celu¬ 
las animales que se constrinen por un surco que avanza desde 
la superficie celular hacia adentro, las celulas vegetales deben 
construir una pared celular dentro de una celula viva. La forma¬ 
cion de la pared comienza en el centra de la celula y crece hacia 
afuera para encontrarse con las paredes laterales existentes. La 
formacion de una nueva pared celular inicia con la construction 
de un precursor mas sencillo que se conoce como placa celular. 

El piano en el que la placa celular se forma es perpendicular 
al eje del huso mitotico pero, a diferencia de las celulas animales, 
no depende de la posicion del huso. Mas bien, la orientation 
del huso mitotico y la placa celular dependen de un cinturon de 
microtubulos corticales, la bandaprecursora, que se forma al final 
de G 2 (vease fig. 9-21). Aunque la banda de la preprofase ya se 
desarmo para la profase, deja una huella invisible que establece 
el future sitio de division. El primer signo de la formacion de 
la placa celular se observa en la etapa final de la anafase con la 
aparicion del fragmoplasto en el centra de la celula en division. 
El fragmoplasto consiste en cumulos de microtubulos que se 
intercalan con orientation perpendicular a la futura placa (fig. 
9-21), junto con vesiculas membranosas y material electrodenso. 
Los microtubulos del fragmoplasto, que surgen de remanentes 
del huso mitotico, sirven como pistas para el movimiento de 
pequenas vesiculas secretoras derivadas del aparato de Golgi en 
la region. Las vesiculas se alinean en un piano entre los nucleos 
hijos (fig. 14-38«). Las micrografias electronicas de celulas de 
tabaco congeladas con rapidez revelaron los pasos por los que las 
vesiculas derivadas de Golgi se reorganizan en la placa celular. 
Para comenzar el proceso (paso 1, fig. 14-38A), las vesiculas emi- 
ten tubulos digitiformes que tocan y se fusionan con las vesiculas 
vecinas para formar una red tubular entretejida en el centra de la 
celula (paso 2). Luego mas vesiculas se dirigen sobre los microtu¬ 
bulos a los hordes laterales de la red. Las vesiculas recien llegadas 
continuan el proceso de formacion de tubulos y fusion, lo que 
extiende la red hacia afuera (paso 2). Al final el horde lider de la 
red creciente toca la membrana plasmatica y el limite de la celula 
madre (paso 3). Por ultimo la red tubular pierde sus grietas cito- 
plasmicas y madura hasta convertirse en una division aplanada 
y continua. Las membranas de la red tubular se convierten en 
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FIGURA 14-38 Formacion de una placa celular entre dos nucleos hijos 
vegetales durante la citocinesis. a) Micrograffa electronica de bajo aumen- 
to que muestra la formacion de la placa celular entre las futuras celulas hijas. 
Las vesiculas secretoras derivadas de los aparatos de Golgi cercanos se ali- 
nearon a lo largo del piano ecuatorial (flecha) y empiezan a fusionarse una 
con otra. La membrana de las vesiculas forma las membranas plasmaticas 
de las dos celulas hijas y el contenido de las vesiculas proveera el material 
que forma la placa celular que separa las celulas. b ) Pasos en la formacion de 
la placa celular como se describen en el texto. (. A , David Phillips/Photo 
Researchers; B , tomada de A. L. Samuels, T. H. Giddings, Jr. y L. A. 
Staehelin, J Cell Biol 130:1354, 1995; mediante autorizacion de 

DERECHOS RESERVADOS DE LA ROCKEFELLER UNIVERSITY PRESS.) 
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la membrana plasmatica de las dos celulas hijas adyacentes, en 
tanto que los productos secretores que se transportaron dentro 
de las vesiculas contribuyen al piano celular intermedio. Una 
vez que la placa celular se completa, se agregan celulosa y otros 
materiales para producir una pared celular madura. 


5. ^Que tipos de mecanismos generadores de fuerza 
podrian producir el movimiento de los cromosomas 
durante la anafase? 

6. Contraste los fenomenos que ocurren durante la citoci¬ 
nesis en las celulas animales y vegetales tipicas. 


REVISION 


1. ,;C6mo es que los fenomenos de la profase mitotica 
preparan a las cromatides para la separation posterior 
en la anafase? 

2. ,;Cuales son algunas de las actividades del centromero 
durante la mitosis? 

3. Describa los fenomenos que ocurren en una celula 
durante la prometafase y la anafase. 

4. Describa las similitudes y las diferencias en la dinami- 
ca de los microtubulos entre la metafase y la anafase. 
^Como se relacionan estas diferencias con los movi- 
mientos durante las anafases A y B? 


14.5 MEIOSIS _ 

La production de descendientes por reproduction 
sexual incluye la union de dos celulas, cada una con un conjunto 
haploide de cromosomas. Como se explica en el capitulo 10, 
la duplication del numero de cromosomas en la fertilization se 
compensa por la reduction equivalente en el numero de cromo¬ 
somas en una etapa previa a la formation de los gametos. Esto 
se logra mediante la meiosis, un termino acunado en 1905 a 
partir de la palabra griega que significa “reduction”. La meiosis 
asegura la production de una fase haploide en el ciclo de la vida, 
y la fertilization, una fase diploide. Sin la meiosis, el numero de 
cromosomas se duplicaria con cada generation y la reproduction 
sexual seria imposible. 

















600 Capitulo 14 REPRODUCTION CELULAR 




FIGURA 14-59 Etapas de la meiosis. 


Para comparar los sucesos de la mitosis y la meiosis es nece- 
sario revisar el destino de las cromatides. Antes de la mitosis y la 
meiosis las celulas diploides en G 2 contienen pares de cromoso- 
mas homologos, cada cromosoma formado por dos cromatides. 
Durante la mitosis las cromatides de cada cromosoma se dividen 
y separan en dos nucleos hijos por una division celular simple. 
Como resultado las celulas producidas por mitosis contienen 
pares de cromosomas homologos y tienen caracteristicas gene- 
ticas identicas a la celula madre. En cambio, durante la meio¬ 
sis las cuatro cromatides de un par de cromosomas homologos 
replicados se distribuyen en cuatro nucleos hijos. En la meiosis 
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FIGURA 14-40 Comparacion de los tres grupos principales de organismos 
basada en la etapa del ciclo vital en que la meiosis ocurre y la duracion 
de la fase haploide. (Adaptada de E. B. Wilson, The Cell in Develo¬ 
pment and Heredity, 3rd ed. 1925. Reimpresa con autorizacion de 
Macmillan Publishing Co., Inc.) 
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esto se logra mediante dos divisiones en secuencia sin una ronda 
intermedia de duplication de DNA (fig. 14-39). En la primera 
division meiotica cada cromosoma (formado por dos cromati- 
des) se separa de su homologo. En consecuencia cada celula hija 
tiene solo un miembro de cada par de cromosomas homologos. 
Para que esto ocurra los cromosomas homologos se emparejan 
durante la profase de la primera division meiotica (profase I, 
fig. 14-39) mediante un proceso elaborado que no tiene con- 
traparte en la mitosis. Conforme se emparejan, los cromosomas 
homologos participan en un proceso de recombination genetica 
que produce cromosomas con nuevas combinaciones de alelos 
maternos y paternos (vease metafase I, fig. 14-39). En la segun- 
da division meiotica las dos cromatides de cada cromosoma se 
separan (anafase II, fig. 14-39). 

Un estudio de varios eucariotas revela diferencias marcadas 
con respecto a la etapa del ciclo vital en que la meiosis ocurre y 
la duration de la fase haploide. Con estas bases pueden identifi- 
carse los tres grupos siguientes (fig. 14-40): 

1. Meiosis gametica o terminal. En este grupo, que incluye todos 
los animales y muchos protistas, las divisiones meioticas estan 
muy vinculadas con la formation de los gametos (fig. 14- 



FIGURA 14-41 Etapas de la gametogenesis en los vertebrados: 
comparacion entre la formacion de espermatozoides y huevos. 

En ambos sexos, una poblacion relativamente pequena de celulas germina- 
les primordiales presentes en el embrion prolifera mediante mitosis para 
formar una poblacion de celulas germinales (espermatogonia u oogonia) a 
partir de las cuales se diferencian los gametos. En el macho ( a ), la meiosis 


40, izquierda). Por ejemplo, en los vertebrados machos (fig. 
14-41/*) la meiosis ocurre justo antes de la diferenciacion de 
los espermatozoides. Las espermatogonias que estan destinadas 
a pasar por la meiosis se convierten en espermatocitosprima- 
rios, que luego pasan por las dos divisiones de la meiosis para 
producir cuatro espermatides hasta cierto punto indiferencia- 
das. Cada espermatide pasa por una diferenciacion compleja 
para convertirse en una celula espermatica muy especializada 
\espermatozoide). En los vertebrados hembra (fig. 14-41 b) las 
oogonias se convierten en oocitosprimarios, que luego entran a 
una profase meiotica muy prolongada. Durante esta profase 
el oocito primario crece y se llena de vitelo y otros materiales. 
La division meiotica ocurre solo hasta despues que la dife¬ 
renciacion del oocito se completa (o sea, el oocito alcanzo el 
mismo estado que cuando es fertilizado). Los huevos de los 
vertebrados casi siempre se fertilizan en una etapa previa a la 
termination de la meiosis (por lo general en la metafase II). 
La meiosis se completa despues de la fertilization, mientras 
el espermatozoide se encuentra en el citoplasma del huevo. 

2. Meiosis cigotica o inicial. En este grupo, que comprende solo 
protistas y hongos,las divisiones meioticas ocurren justo des- 



ocurre antes de la diferenciacion, mientras que en la hembra ( b ), ambas 
divisiones meioticas tienen lugar despues de la diferenciacion. Por lo general 
cada espermatocito primario da origen a cuatro gametos viables, mientras 
que cada oocito primario produce solo un huevo fertilizable y dos o tres 
cuerpos polares. 
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pues de la fertilizacion (fig. 14-40, derecha) para producir 
esporas haploides. Las esporas se dividen por mitosis para 
producir una generation adulta haploide. Por consiguiente 
la etapa diploide del ciclo vital se limita a un periodo cor- 
to despues de la fertilization, cuando el individuo aun es un 
cigoto. 

3. Meiosis en esporas o intermedia. En este grupo, que abarca 
plantas y algunas algas, las divisiones meioticas ocurren en 
una etapa no relacionada con la formation de gametos ni 
con la fertilizacion (fig. 14-40, centra). Si se comienza el 
ciclo vital con la union de un gameto masculino (el grano de 
polen) con un gameto femenino (el huevo), el cigoto diploide 
pasa por la mitosis y se desarrolla en un esporofito diploi¬ 
de. La esporogenesis (que incluye la meiosis) ocurre en alguna 
etapa del desarrollo del esporofito, con lo que se producen 
esporas que germinan de manera directa en un gametofito 
haploide. El gametofito puede ser una etapa independiente 
o, como en el caso de las plantas de viveros, una estructura 
diminuta retenida dentro de los ovulos. En cualquier caso los 
gametos se producen a partir del gametofito haploide por 
mitosis. 


Las etapas de la meiosis 

Como en la mitosis, el preludio de la meiosis incluye replication 
del DNA. La fase S premeiotica tarda varias veces mas que la 
fase S premitotica. La profase de la primera division meiotica 
(o sea, la profase I) suele prolongarse en forma extraordinaria 
en comparacion con la profase mitotica. Por ejemplo, en las 
mujeres, los oocitos inician la profase I de la meiosis antes del 
nacimiento y luego entran en un periodo de paro prolongado. 


Los oocitos reanudan la meiosis justo antes del momento de la 
ovulation, que ocurre aproximadamente cada 28 dias despues 
que la mujer llega a la pubertad. Por consiguiente muchos ooci¬ 
tos humanos permanecen detenidos en la misma etapa aproxi- 
mada de la profase durante varios decenios. La primera profase 
meiotica tambien es muy compleja y suele dividirse en varias 
etapas similares en todos los eucariotas con reproduction sexual 
(fig. 14-42). 

La primera etapa de la profase I es el leptoteno, durante el 
cual los cromosomas se toman visibles con el microscopio opti- 
co. Aunque los cromosomas se replicaron en una etapa mas tem- 
prana, no hay indication de que cada cromosoma en realidad 
este compuesto por un par de cromatides identicas. Sin embar¬ 
go, bajo el microscopio electronico se ve que los cromosomas se 
componen de cromatides pares. 

La segunda fase de la profase I, que se llama cigoteno, esta 
marcada por una relation visible de los homologos. Este proceso 
de emparejamiento de cromosomas se denomina sinapsis y es 
un fenomeno intrigante con importantes preguntas sin respon¬ 
der: ^como se reconocen los cromosomas homologos entre si? 
^Como es que el par se alinea de manera perfecta? ^Cuando 
ocurre por primera vez el reconocimiento entre estos? Estudios 
recientes arrojaron bastante information para poder responder 
a estas preguntas. Durante anos se asumio que la interaction 
entre los cromosomas homologos comienza cuando los cromo¬ 
somas inician la sinapsis. Sin embargo, los estudios con celulas 
de levaduras realizados por Nancy Kleckner y sus colegas en 
la Harvard University demostraron que las regiones homologas 
de DNA de los cromosomas homologos ya estan en contacto 
durante el leptoteno. La compactacion cromosomica y la sinap¬ 
sis durante el cigoteno tan solo vuelven visible esta disposition 
con el microscopio. Como se explica mas adelante, el primer 









14.3 MEIOSIS 603 


paso en la recombination genetica es la ruptura de la cadena 
doble en las moleculas alineadas de DNA. Los estudios con 
levaduras y ratones sugieren que las roturas en el DNA ocurren 
en el leptoteno, mucho antes que los cromosomas se empare- 
jen en forma visible. 

Estos hallazgos se apoyan con estudios enfocados en loca- 
lizar secuencias particulares de DNA dentro de los nucleos de 
celulas premeioticas y meioticas. En la pagina 507 se vio que los 
cromosomas individuales ocupan regiones discretas dentro de 
los nucleos en lugar de dispersarse de manera aleatoria por todo 
el espacio nuclear. El examen de las celulas de levaduras que 
estan a punto de entrar a la profase meiotica, revela que cada 
par de cromosomas homologos comparte un territorio conjunto 
distinto de los territorios que otros pares de homologos com- 
parten. Este hallazgo sugiere que los cromosomas homologos 
se emparejan en cierta medida antes que la profase meiotica 
comience. Los telomeros (segmentos terminales) de los cromoso¬ 
mas del leptoteno se distribuyen por todo el nucleo. Luego, cerca 
del final del leptoteno, hay una reorganization drastica de los 
cromosomas en muchas especies, de manera que los telomeros 
se localizan en la superficie interna de la envoltura nuclear a un 
lado del nucleo. La aglomeracion de telomeros en un extremo 
de la envoltura nuclear se observa en una gran variedad de celu¬ 
las eucariotas y ocasiona que los cromosomas se parezcan a un 
ramo de flores (fig. 14-43). Aun se discute si la aglomeracion de 
telomeros ayuda o no al proceso de sinapsis. 



FIGURA 14-43 Relation de los telomeros de los cromosomas meioticos 
con la envoltura nuclear. Cromosomas en etapa de profase meiotica del 
saltamontes macho; los cromosomas homologos mantienen una relacion 
fisica como parte de un bivalente. Los bivalentes se disponen en un “ramo” 
bien definido con sus regiones terminales aglomeradas cerca de la superficie 
interna de la envoltura nuclear, en la base de la fotografia. (Por cortesia 
de Bernard John, de B. John, Meiosis. Reimpresa con autorizacion de 
Cambridge University Press, 1990.) 


Las micrografias electronicas indican que la sinapsis cromo- 
somica se acompana de la formation de una estructura compleja 
llamada complejo sinaptonemico. El complejo sinaptonemico 
(SC) es una estructura similar a una escalera con filamentos de 
proteina transversales que conectan los dos elementos laterales 
(fig. 14-44). La cromatina de cada cromosoma homologo se 
organiza en asas que se extienden desde uno de los elementos 
laterales del SC (fig. 14-44^). Los elementos laterales estan 
compuestos por cohesina (pag. 583), que al parecer une la cro¬ 
matina de las cromatides hermanas. Por muchos afios se penso 
que el SC sujetaba cada par de cromosomas homologos en la 



FIGURA 14-44 El complejo sinaptonemico. a) Micrografia electronica de 
un bivalente del paquiteno humano que muestra un par de cromosomas 
homologos que se mantienen en un conjunto paralelo muy ordenado. K, 
cinetocoro. b ) Esquema del complejo sinaptonemico y sus fibras cromoso- 
micas relacionadas. Los granulos densos (nodulos de recombinacion) que 
se ven en el centro del SC (indicados con la punta de flecha en la parte a) 
contienen la maquinaria enzimatica necesaria para completar la recombina¬ 
cion genetica, que se cree comienza en una etapa mucho mas temprana en 
la profase I. Se muestran los rizos emparejados de DNA de las dos cromati¬ 
des hermanas de cada cromosoma. Es probable que los rizos se mantengan 
en una configuracion de parejas mediante la cohesina (no se muestra). Se 
supone que la recombinacion genetica (cruzamiento) ocurre entre las heli¬ 
ces de DNA de cromatides no hermanas, como se muestra. ( A , cortesia de 
Alberto J. Solari, Chromosoma 81:330,1980.) 
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posicion correcta para iniciar la recombination genetica entre 
las cepas de DNA homologo. Ahora resulta evidente que el SC 
no es necesario para la recombination genetica. El SC no solo 
se forma despues del initio de la recombination genetica, sino 
que las celulas de levadura mutantes incapaces de ensamblar el 
SC pueden participar en el intercambio de information genetica 
entre homologos. En la actualidad se piensa que el SC funciona 
sobre todo como un marco que permite la interaction de las 
cromatides para que completen sus actividades de cruzamiento, 
como se describe mas adelante. 

El complejo formado por un par de cromosomas homolo¬ 
gos unidos se denomina bivalente o tetrada. El primer termino 
refleja el hecho de que el complejo contiene dos homologos, 
mientras que el ultimo llama la atencion por la presencia de 
cuatro cromatides. El final de la sinapsis marca el final del cigo- 
teno y el principio de la siguiente etapa de la profase I, llamada 
paquiteno, que se caracteriza por un complejo sinaptonemico 
completamente formado. Durante el paquiteno los homologos 
se mantienen juntos a lo largo del SC. El DNA de las cromati¬ 
des hermanas se extiende en rizos paralelos (fig. 14-44). Bajo el 
microscopio electronico se ven varios cuerpos electrodensos de 
unos 100 nm de diametro al interior del centra del SC. Estas 
estructuras se denominaron nodulos de recombination porque 
corresponden a los sitios en los que se produce el cruzamien¬ 
to, como se demuestra con la sintesis relacionada de DNA que 
ocurre durante los pasos intermedios de la recombination (pag. 
608). Los nodulos de recombination contienen la maquinaria 
enzimatica que facilita la recombination genetica, que se com- 
pleta al final del paquiteno. 

El principio del diploteno, la siguiente etapa de la profase I 
meiotica (fig. 14-42), se reconoce por la disolucion del SC, que 
deja los cromosomas unidos entre si en puntos especificos por 
estructuras con forma de X, llamadas quiasmas (fig. 14-45). Los 
quiasmas se localizan en sitios de los cromosomas en los que 
antes ocurrio el cruzamiento entre moleculas de DNA de los 
dos cromosomas. Los quiasmas se forman por las uniones cova- 
lentes entre una cromatide de un homologo y una cromatide no 
hermana del otro homologo. Estos puntos de union brindan una 
interpretation visual sorprendente de la extension de la recom¬ 
bination genetica. Los quiasmas se toman mas visibles por una 
tendencia de los homologos a separarse uno del otro en la etapa 
de diploteno. 

En los vertebrados el diploteno puede ser una fase muy 
prolongada de la oogenesis durante la cual ocurre la mayor parte 
del crecimiento del oocito. Por tanto el diploteno puede ser un 
periodo de intensa actividad metabolica. Por su enorme tama- 
no, los oocitos de los anfibios se prefieren como sistema para 
estudiar la expresion genica y la actividad metabolica durante la 
oogenesis. En los espermatocitos y los oocitos de anfibios (asi 
como en muchos otros grupos), los cromosomas del diploteno se 
dispersan con una configuration particular que no se encuentra 
en ningun otro momento del ciclo vital del organismo. Estos 
cromosomas, que se conocen como cromosomas plumosos (vease 
fig. 12-12A), tienen un eje principal, del cual se extienden pares 
de asas en direcciones opuestas. Las asas surgen en pares porque 
cada cromosoma consiste en un par de cromatides duplicadas 
y cada asa es una proyeccion de una sola cromatide. El DNA 
situado entre las asas esta muy compactado y no tiene actividad 
de transcription. En cambio, el DNA de las asas esta extendido 
y constituye el sitio de actividad de transcription. La transcrip- 
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FIGURA 14-45 Evidencia visible de cruzamiento. a-b ) Bivalentes del diplo¬ 
teno del saltamontes que muestran los quiasmas formados entre las cro¬ 
matides de cada cromosoma homologo. El recuadro indica el cruzamiento 
que se supone ocurrio dentro del bivalente en (a). Las cromatides de cada 
cromosoma en diploteno se mantienen muy proximas, excepto en los quias¬ 
mas. c) Micrografia electronica de barrido de un bivalente de la langosta del 
desierto con tres quiasmas (flechas). ( A y B , tom ad as de Bernard John, 
Meiosis, Cambridge, 1990; reimpresas con autorizacion de Cam¬ 
bridge University Press; C, tomada de Klaus Werner Wolf, BioEss 
16:108,1994.) 


cion de los cromosomas plumosos en el oocito provee el RNA 
(acido ribonucleico) que se utiliza para la sintesis de proteinas 
durante la oogenesis y el desarrollo embrionario temprano des¬ 
pues de la fertilization. 

Durante la etapa final de la profase I meiotica, llamada dia- 
cinesis, el huso meiotico se ensambla y los cromosomas se prepa- 
ran para su separation. Los cromosomas se compactan de nuevo 
durante la diacinesis en aquellas especies en que los cromosomas 
se dispersan mucho durante el diploteno. La diacinesis termina 
con la desaparicion del nucleolo, la rotura de la envoltura nuclear 
y el movimiento de las tetradas a la placa de la metafase. En 
los oocitos de vertebrados estos fenomenos se inician por un 
aumento en el nivel de actividad de la proteincinasa del MPF 
(factor promotor de maduracion). Como se explica en la section 
Vias experimentales al final del capitulo, el MPF se identified 
por primera vez por su capacidad para iniciar estos fenomenos 
que representan la maduracion del oocito (pag. 609). 

En la mayoria de las especies eucariotas, los quiasmas aun 
pueden verse en los cromosomas homologos alineados en la pla¬ 
ca de la metafase de la meiosis I. De hecho los quiasmas mantie¬ 
nen juntos los homologos como un elemento bivalente durante 
esta etapa. En los humanos y otros vertebrados cada par de estos 
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suele contener por lo menos un quiasma, y los cromosomas mas 
largos tienden a poseer dos o tres. Se cree que algun mecanismo 
asegura que inclusive los cromosomas mas pequenos formen un 
quiasma. Si no se forma un quiasma entre un par de cromosomas 
homologos, los cromosomas de ese bivalente tienden a separarse 
despues de la disolucion del SC. A menudo esta separation pre¬ 
matura de los homologos conduce a la formation de nucleos con 
una cantidad anormal de cromosomas. La consecuencia de este 
fenomeno se trata en la section Perspectiva humana. 

En la metafase I, los dos cromosomas homologos de cada 
bivalente se conectan con las fibras del huso de los polos opues- 
tos (fig. 14-46 a). En cambio, las cromatides hermanas estan 



FIGURA 14-46 Separation de cromosomas homologos durante la meiosis I 
y separation de cromatides durante la meiosis II .a) Esquema de un par 
de cromosomas homologos en la metafase I. Las cromatides se mantienen 
unidas al nivel de los brazos y los centromeros mediante cohesina. El par de 
homologos se mantiene como bivalente por medio del quiasma. La micro- 
grafia del recuadro muestra que los cinetocoros de las cromatides hermanas 
estan situados en un lado del cromosoma, de frente al mismo polo. Los 
puntos negros son partfculas de oro unidas a la proteina motora CENP-E 
(vease fig. 14-16r). b ) En la anafase I, la cohesina que sujeta los brazos de las 
cromatides se aleja, lo cual permite que los homologos tambien se separen 
entre si. La cohesina se mantiene en el centromero, conservando juntas a 
las cromatides. c ) En la metafase II, las cromatides se mantienen cerca en 
el centromero, con los microtubulos de los polos opuestos unidos a los dos 
cinetocoros. La micrografia del recuadro muestra que los cinetocoros de 
las cromatides hermanas ahora estan en lados opuestos del cromosoma, 
de frente a polos opuestos. d) En la anafase II, la cohesina que mantiene 
unidas las cromatides ya se separo, y ello permite que los cromosomas se 
muevan a los polos opuestos. (Recuadros tomados de Jibak Lee, et al., 
Mol. Reprod. Develop. 56:51,2000.) 


conectadas a los microtubulos del mismo polo del huso, lo cual 
es posible gracias a la disposition lado a lado de sus cinetocoros, 
como se observa en el recuadro de la figura 14-46 a. La orienta¬ 
tion de los cromosomas maternos y paternos en cada bivalente 
de la placa de metafase I es aleatoria; el miembro materno de un 
bivalente particular tiene la misma probabilidad de estar dirigi- 
do a cualquier polo. En consecuencia, cuando los cromosomas 
homologos se separan durante la anafase I, cada polo recibe una 
coleccion aleatoria de cromosomas maternos y paternos (vease 
fig. 14-39). Por tanto la anafase I es el evento citologico que 
corresponde a la ley de Mendel de la distribution independiente 
(pag. 390). Los organismos son capaces de generar una varie- 
dad de gametos casi ilimitada como resultado de la distribution 
independiente. 

Para la separation de los cromosomas homologos en la 
anafase I, es necesario que los quiasmas que mantienen unido 
el bivalente se disuelvan. Los quiasmas se mantienen por la 
cohesion entre las cromatides hermanas en regiones que flan- 
quean estos sitios de recombination (fig. 14-46«). Los quiasmas 
desaparecen en la transition metafase I-anafase I cuando los 
brazos de las cromatides de cada bivalente pierden la cohesina. 
La perdida de cohesion entre los brazos se debe a la division 
proteolitica de las moleculas de cohesina en esas regiones del 
cromosoma. En cambio, la cohesion entre los centromeros uni¬ 
dos de las cromatides hermanas se mantiene fuerte porque la 
cohesina ahi situada esta protegida contra el ataque proteolitico 
(fig. 14-46 b). El resultado es que las cromatides hermanas per- 
manecen unidas con firmeza mientras se mueven juntas hacia 
un polo del huso durante la anafase I. 

La telofase I de la meiosis I produce cambios menos dras- 
ticos que la telofase de la mitosis. Aunque los cromosomas a 
menudo experimentan cierta dispersion, no began a un estado 
tan extendido del nucleo en interfase. La envoltura nuclear pue- 
de o no reformarse durante la telofase I. La etapa entre las dos 
divisiones meioticas se bama intercinesis y por lo general es corta. 
En los animales, las celulas que se encuentran en este estado 
fugaz se conocen como espermatocitos secundarios u oocitos secun- 
darios. Estas celulas se caracterizan por ser haploides porque 
contienen solo un miembro de cada par de cromosomas homo- 
logos. Aunque son haploides, tienen dos veces mas DNA que un 
gameto haploide porque cada cromosoma aun esta representado 
por un par de cromatides hermanas. Se dice que los espermato- 
citos secundarios tienen una cantidad 2C de DNA, la mitad que 
un espermatocito primario, que tiene un contenido 4C de DNA, 
y dos veces mas que una celula espermatica, cuyo contenido de 
DNA es 1C. 

Tras la intercinesis sigue la profase II, una profase mucho 
mas senciba que su predecesora. Si la envoltura nuclear se refor- 
mo en la telofase I, se rompe de nuevo. Los cromosomas se com- 
pactan otra vez y se alinean en la placa de metafase. A diferencia 
de la metafase I, los cinetocoros de las cromatides hermanas de 
la metafase II se dirigen a polos contrarios y se unen con gru- 
pos opuestos de fibras cromosomicas del huso (fig. 14-46r). La 
progresion de la meiosis en los oocitos de vertebrados se detiene 
en la metafase II. La detention de la meiosis en la metafase II 
se debe a factores que inhiben la activation de APC cdc20 , lo cual 
impide la degradation de la ciclina B. Siempre que los niveles 
de ciclina B permanezcan altos dentro del oocito, la actividad 
Cdk se mantiene y las celulas no pueden avanzar a la siguiente 
etapa de la meiosis. El paro de la metafase II solo se libera cuan- 
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do el oocito (ahora llamado huevo) se fertiliza. La fertilization 
conduce a una entrada rapida de iones de Ca 2+ , la activation de 
APC Cdc2 ° (pag. 590) y la destruction de la ciclina B. El huevo 
fertilizado responde a estos cambios con la termination de la 
segunda division meiotica. La anafase II comienza con la divi¬ 
sion sincronica de los centromeres, que mantuvieron juntas a las 


cromatides hermanas, lo que les permite moverse hacia los polos 
contrarios de la celula (fig. 14-46*/). 

La meiosis II concluye con la telofase II, en la que los cro- 
mosomas de nuevo estan encerrados por una envoltura nuclear. 
Los productos de la meiosis son celulas haploides con una can- 
tidad 1C de DNA nuclear. 




PERSPECTIVA HUMANA 


Falta de disyuncion meiotica y sus consecuencias 


La meiosis es un proceso complejo y los errores de la meiosis en los 
humanos parecen ocurrir con una frecuencia sorprendente. Es posi- 
ble que los cromosomas homologos no se separen durante la meiosis 
I o que las cromatides hermanas no se aparten durante la meiosis II. 
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FIGURA1 La falta de disyuncion meiotica ocurre cuando los cro- 
Ul — mosomas no se separan durante la meiosis. Si la falta de separa¬ 
tion tiene lugar durante la primera division meiotica, lo que se llama falta de 
disyuncion primaria , todas las celulas haploides poseen una cantidad anor- 
mal de cromosomas. Si la falta de disyuncion se presenta durante la segun¬ 
da division meiotica, lo que se llama falta de disyuncion secundaria , solo se 
afectan dos de las cuatro celulas haploides. (Tambien puede haber tipos mas 
complejos de falta de disyuncion de los que se muestran aqui.) 


Cuando cualquiera de estas situaciones se presenta, se forman game¬ 
tos que contienen una cantidad anormal de cromosomas, ya sea un 
cromosoma adicional o uno faltante (fig. 1). Si uno de estos gametos 
se fusiona con un gameto normal, se forma un cigoto con una can¬ 
tidad anormal de cromosomas y esto tiene consecuencias graves. En 
la mayoria de los casos el cigoto se convierte en un embrion anormal 
que muere en algun momento entre la conception y el nacimiento. Sin 
embargo, en algunos casos el cigoto se desarrolla hasta convertirse en 
un lactante cuyas celulas tienen un numero anormal de cromosomas, lo 
que se conoce como aneuploidia. El efecto de la aneuploidia depende 
de cual o cuales cromosomas esten afectados. 

El complemento cromosomico normal de los humanos es 46: 22 
pares de autosomas y un par de cromosomas sexuales. Un cromosoma 
adicional (para un total de 47 cromosomas) crea una alteration deno- 
minada trisomia (fig. 2). Por ejemplo, la persona cuyas celulas contienen 
un cromosoma 21 adicional tiene trisomia 21. La falta de un cromoso¬ 
ma (para un total de 45 cromosomas) produce monosomia. Para empe- 
zar se consideraran los efectos de un numero anormal de autosomas. 

La ausencia de un cromosoma autosomico, sin importar cual es 
el afectado, siempre resulta letal en alguna etapa durante el desarro- 
llo embrionario o fetal. Por consiguiente, un cigoto que contiene una 
monosomia autosomica no da origen a un feto que llegue a termino. 
Aunque podria resultar inesperado que la existencia de un cromosoma 
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FIGURA 2 Cariotip o de una persona con sfndrome de Down. El 
cariotipo muestra un cromosoma 21 adicional (trisomia 21). 
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adicional creara una situation que pusiera en riesgo la vida, el hecho es 
que los cigotos con trisomias no tienen un destino mucho mejor que 
aquellos con monosomias. De los 22 autosomas distintos en el comple- 
mento cromosomico humano, solo las personas con trisomia 21 pueden 
sobrevivir despues de las primeras semanas o meses de edad. Casi todas 
las otras trisomias posibles son letales durante el desarrollo, mientras 
que los fetos con trisomias de los cromosomas 13 y 18 a menudo viven 
hasta el parto, pero presentan anormalidades tan graves que fallecen 
poco despues de nacer. Mas de un cuarto de los fetos que terminan 
en aborto espontaneo tiene una trisomia cromosomica. Se cree que 
muchos mas cigotos con cantidades anormales de cromosomas pro- 
ducen embriones que mueren en etapas tempranas del desarrollo antes 
que se reconozca siquiera el embarazo. Por ejemplo, por cada cigo- 
to trisomico que se forma en la conception, se presume que hay una 
cantidad igual de cigotos monosomicos que tienen una evolution aun 
peor. Se estima que hasta 20% de los oocitos humanos es aneuploide, 
porcentaje mucho mas alto que en cualquier otra especie estudiada. Por 
ejemplo, los huevos de raton casi siempre tienen un nivel de aneuploi- 
dia de 1 a 2%. Hace poco se descubrio que la exposition de los ratones 
a un compuesto parecido al estrogeno (el bisfenol A) que se emplea 
en la fabricacion de compuestos de policarbonato puede incrementar 
mucho la frecuencia de falta de disyuncion durante la meiosis en los 
ratones. Esta es la primera demostracion clara de una relation entre 
los compuestos sinteticos presentes en el ambiente y la aneuploidia 
meiotica. No se sabe si estos u otros agentes ambientales contribuyen 
al alto indice de aneuploidia en oocitos humanos. Cualquiera que sea 
la razon, las anormalidades cromosomicas durante la meiosis en los 
varones tienen un nivel mucho menor que aquellas que se presentan 
en las mujeres. 

Aunque el cromosoma 21 es el mas pequeno de los cromosomas 
humanos, la presencia de una copia adicional de este material geneti- 
co tiene consecuencias graves y causa un trastorno llamado sindrome 
de Down. Las personas con sindrome de Down experimentan grados 
variables de dano mental, alteraciones en ciertos rasgos corporales,pro- 
blemas circulatorios, mayor susceptibilidad a las enfermedades infec- 
ciosas y un riesgo mucho mas alto de padecer leucemia y enfermedad 
de Alzheimer de initio temprano. Se cree que todos estos problemas 
medicos se derivan de un nivel anormal de expresion de genes localiza- 
dos en el cromosoma 21. Sin embargo, la expresion de genes situados 
en otros cromosomas tambien puede ser afectada por la concentration 
excesiva de determinados factores de transcription codificados por 
genes del cromosoma 21. 

La presencia de un numero anormal de cromosomas sexuales es 
mucho menos danina para el desarrollo humano. Un cigoto que solo 
tiene un cromosoma Xy no tiene un segundo cromosoma sexual (cono- 
cido como XO) se desarrolla en una hembra con sindrome de Turner, en 
el que el desarrollo genital se detiene en el estado juvenil, los ovarios 
no se desarrollan y la estructura corporal presenta anormalidades leves. 


Como un cromosoma Y determina el desarrollo masculino, las perso¬ 
nas con por lo menos un cromosoma Y se desarrollan como varones. 
Un varon con un cromosoma X adicional (XXY) presenta sindrome de 
Klinefelter, que se caracteriza por retraso mental, desarrollo deficiente 
de los genitales y caracteristicas fisicas femeninas (como crecimiento 
mamario). Un cigoto con un cromosoma Y adicional (XYY) se con- 
vierte en un varon con caracteristicas fisicas normales con probabilidad 
de ser mas alto que el promedio. Aunque surgio una controversia con¬ 
siderable por ciertas declaraciones que afirman que los varones XYY 
tienden a presentar un comportamiento mas agresivo, antisocial y cri¬ 
minal que los varones XY, esta hipotesis aun no se comprueba. 

La probabilidad de tener un hijo con sindrome de Down se incre- 
menta mucho con la edad de la madre: de 0.05% entre mujeres de 
19 anos de edad a casi 3% entre las mujeres mayores de 45 anos. La 
mayoria de los estudios muestra que la edad del padre y la probabilidad 
de procrear un hijo con trisomia 21 no se relacionan. Las estimaciones 
basadas en comparaciones de secuencias de DNA entre los hijos y los 
padres indican que cerca de 95% de las trisomias 21 pueden rastrearse 
hasta comprobar que la falta de disyuncion ocurrio en la madre. 

Antes se senalo que un numero anormal de cromosomas puede 
ser el resultado de la falta de disyuncion en alguna de las divisiones 
meioticas (fig. 1). Aunque los diferentes fenomenos de falta de disyun¬ 
cion producen el mismo efecto en terminos de numero de cromosomas 
en el cigoto, pueden distinguirse mediante el analisis genetico. La falta 
de disyuncion primaria transmite dos cromosomas homologos al cigo¬ 
to, mientras que la falta de disyuncion secundaria transmite dos cro- 
matides hijas (mayor probabilidad de alteration por el cruzamiento) al 
cigoto. Los estudios indican que casi todos los errores ocurren durante 
la meiosis I. Por ejemplo, en un estudio de 433 casos de trisomia 21 
ocasionados por falta de disyuncion maternal 373 se debieron a errores 
durante la meiosis I y 60 a errores en la meiosis II. 

^Por que la meiosis I es mas susceptible a la falta de disyuncion 
que la meiosis II? La respuesta exacta no se conoce, pero es casi 
seguro que refleje el hecho de que los oocitos de las mujeres mayo¬ 
res permanecieron detenidos en la meiosis I durante mucho tiempo 
en el ovario. En este capitulo se menciono que los quiasmas, que son 
indicadores visuales de recombination genetica, tienen una funcion 
importante para mantener juntos los bivalentes durante la metafase 
I. De acuerdo con una hipotesis, los husos meioticos de los oocitos 
mas viejos tienen una menor capacidad para mantener juntos los biva¬ 
lentes construidos de manera debil (bivalentes con solo un quiasma 
cerca de la punta del cromosoma) que aquellos de oocitos mas jovenes, 
lo que aumenta la probabilidad de que los cromosomas homologos se 
separen de manera defectuosa en la anafase I. Otra posibilidad es que 
la cohesion de cromatides hermanas, que impide que el quiasma se 
“deslice” por el extremo del cromosoma, no se mantenga del todo por 
un periodo prolongado, lo que permite que los homologos se separen 
antes de tiempo. 


Recombinacion genetica durante la meiosis 

Ademas de reducir el numero de cromosomas como lo requie- 
re la reproduction sexual, la meiosis incrementa la variabilidad 
genetica en una poblacion de organismos de una generation a 
la siguiente. La distribution independiente permite que los cro¬ 
mosomas maternos y paternos se revuelvan durante la formation 
de los gametos, y la recombination genetica (cruce) posibilita que 
los alelos maternos y paternos en un cromosoma determinado 
se combinen tambien (vease fig. 14-39). Sin la recombination 


genetica, los alelos de un cromosoma particular permanecerian 
juntos generation tras generation. Al mezclar los alelos mater¬ 
nos y los paternos entre cromosomas homologos, la meiosis 
genera organismos con genotipos y fenotipos nuevos en los que 
la selection natural puede actuar. La figura 10-7 ilustra un ejem¬ 
plo de recombination entre los alelos en uno de los cromosomas 
de la mosca de la fruta. En el capitulo 10 tambien se senalo que 
la frecuencia de recombination entre dos alelos en un cromoso¬ 
ma es proportional a la distancia entre ellos, una caracteristica 
que permitio a los genetistas desarrollar mapas de las posiciones 
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relativas de los genes en los cromosomas en organismos que van 
desde las bacterias hasta los humanos. 4 

La recombinacion comprende la rotura fisica de moleculas 
individuales de DNA y la ligadura de los extremos divididos de 
un DNA doble con los extremos divididos del doble del cromo- 
soma homologo. La recombinacion es un proceso muy preciso 
que ocurre sin adicion ni perdida de un solo par de bases. Para 
mantener tal exactitud, la recombinacion depende de secuencias 
de bases complementarias que existen entre una cadena sen- 
cilia de un cromosoma y la cadena homologa de otro, como se 
explica mas adelante. La precision de la recombinacion se asegu- 
ra mejor con la participation de las enzimas para reparation del 
DNA que llenan los huecos que se forman durante el proceso 
de intercambio. 

La figura 14-47 muestra un modelo simplificado de los 
pasos propuestos que ocurren durante la recombination en las 
celulas eucariotas. En este modelo dos DNA dobles que estan 
a punto de recombinarse se alinean uno junto al otro como 
resultado de algun tipo de busqueda de homologia en el que las 
moleculas homologas de DNA se relacionan entre si en prepara¬ 
tion para la recombination. Una vez que se alinean, una enzima 
(Spoil) genera una rotura en la cadena doble en uno de los 
DNA dobles (paso 1, fig. 14-47). Luego la brecha se ensancha 
(reseca) como se indica en el paso 2. La resection puede ocurrir 
mediante la action de una exonucleasa 5' —> 3' o por un meca- 
nismo alternativo. Sin que esto importe, las cadenas rotas tienen 
colas de una sola cadena expuestas, cada una con una termina¬ 
tion 3' OH. En el modelo que se muestra en la figura 14-47, una 
de las colas de una sola cadena deja su propia molecula doble e 
invade la molecula de DNA de una cromatide no hermana y 
forma enlaces de hidrogeno con la cadena complementaria en la 
molecula doble vecina (paso 3). En E. coli este proceso en el que 
una sola cadena invade una molecula doble homologa y desplaza 
la cadena correspondiente en esa cadena doble es catalizado por 
una proteina multifuncional llamada proteina RecA. La proteina 
RecA se polimeriza para formar un filamento que se une a lo 
largo del DNA de cadena sencilla y facilita la invasion de esa 
cadena a una helice doble homologa sin cortes. Las celulas euca¬ 
riotas tienen homologos de RecA (p. ej., Rad51) y se cree que 
catalizan la invasion de cadenas. La invasion de cadenas impulsa 
la actividad de reparation del DNA (section 13.3) que llena los 
huecos, como se muestra en el paso 4. 

Como resultado del intercambio reciproco de las cadenas 
de DNA, las dos cadenas dobles establecen enlaces covalentes 
entre si para formar una molecula conjunta (o heterodoble) que 
contiene un par de cruces de DNA, o uniones de Holliday , 
que flanquean la region de intercambio de cadenas (pasos 4 y 5, 
fig. 14-47). Estas uniones reciben su nombre de Robin Holliday, 
el investigador que propuso su existencia en 1964. No es nece- 
sario que este intermediario de la recombination sea una estruc- 
tura estatica porque el punto de union puede moverse en una 
u otra direction (fenomeno conocido como migracion de rama) 
mediante el rompimiento de los enlaces hidrogeno que sujetan 
los pares originales de cadenas para reformar los enlaces hidro- 


4 En realidad la recombinacion no es uniforme en todo el cromosoma, sino que cada 
cromosoma tiene “puntos calientes”en los que es mas probable que la recombinacion 
ocurra y “puntos frios” en los que es menos probable que suceda (tambien se explica 
en la pagina 421). La razon de esta diferencia se desconoce. 
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FIGURA 14-47 Mecanismo propuesto para la recombinacion genetica ini- 
ciada por roturas en la cadena doble. Los pasos se describen en el texto. 


geno entre cadenas de los dobles recien unidos (paso 5). La for¬ 
mation de uniones de Holliday y la migration de rama tienen 
lugar durante el paquiteno (fig. 14-42). 

Para resolver las uniones de Holliday, que estan interconec- 
tadas y restaurar el DNA a dos cadenas dobles discretas, debe 
ocurrir otra ronda de division del DNA. Dos productos alterna¬ 
tives pueden generarse segun las cadenas particulares de DNA 
que se dividan y liguen. En un caso, las dos dobles contienen 
solo fragmentos cortos de intercambio genetico, lo que repre- 
senta una falta de cruce (paso 6, fig. 14-47). En la via alternativa 
de rotura y ligadura, la doble de una molecula de DNA se une 
por enlace covalente con la doble de la molecula homologa, lo 
que crea un sitio de recombination genetica (es decir, un cruce) 
(paso 7). Estudios recientes sugieren que la decision de que una 
interaction de recombination resulte en un cruce o una falta 
de cruce se toma antes de la etapa en que la union de Holliday 
doble se resuelva. Los cruces, que representan la fusion de un 
cromosoma materno y uno paterno (paso 7), se desarrollan en el 
quiasma necesario para mantener unidos los homologos durante 
la meiosis I (pag. 604). 
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REVISION 


1. Diferencie las funciones generales de la mitosis y la 
meiosis en la vida de una planta o un animal. ^En que 
difieren los nucleos que se forman en estos dos proce- 
sos? 


2. Diferencie los eventos que suceden durante la profase I 
y la profase II de la meiosis. 

3. Compare el marco temporal de la meiosis en la esper- 
matogenesis y en la oogenesis. 

4. ^Cual es la participation de las rupturas en la cadena de 
DNA en la recombination genetica? 


V I A S EXPERIMENTALES 


Descubrimiento y caracterizacion del factor promotor de maduracion (MPF) 


Conforme un oocito de anfibio se aproxima al final de la oogenesis, 
el gran nucleo (llamado vesicula germinal) se mueve hacia la periferia 
de la celula. En los siguientes pasos la envoltura nuclear se desensam- 
bla, los cromosomas compactados se alinean en la placa de la metafase 
cerca de un extremo (el polo animal) del oocito y la celula presenta la 
primera division meiotica para producir un oocito secundario grande 
y un cuerpo polar pequeno. Los procesos de la rotura de la vesicula 
germinal y la primera division meiotica se conocen como maduracion 
y pueden inducirse en oocitos crecidos por completo mediante el tra- 
tamiento con la hormona esteroide progesterona. El primer signo de 
maduracion en el oocito de anfibio tratado con hormona se ve 13 a 18 
h despues del tratamiento, cuando la vesicula germinal se aproxima 
a la superficie del oocito. Poco despues sigue la fractura de la vesicula 
germinal y el oocito llega a la metafase de la segunda division meiotica 
unas 36 h despues del tratamiento hormonal. La progesterona induce 
la maduracion solo si se aplica al medio externo que rodea al mismo; si 
la hormona se inyecta en el oocito, no se observa respuesta. 1 Al pare- 
cer la hormona actua en la superficie celular para iniciar los cambios 
secundarios en el citoplasma del oocito que conducen a la rotura de la 
vesicula germinal y los otros cambios vinculados con la maduracion. 

Para aprender mas acerca de la naturaleza del cambio citoplasmi- 
co que induce el inicio de la maduracion Yoshio Masui de la Toronto 
University y Clement Markert de la Yale University iniciaron una serie 


de experimentos en los que retiraron citoplasma de oocitos aislados de 
rana en varias etapas despues del tratamiento con progesterona e inyec- 
taron 40 a 60 nanolitros (nl) del citoplasma donante a oocitos inmadu- 
ros que habian completado su crecimiento y no se habian tratado con la 
hormona. 2 Observaron que el citoplasma tornado de los oocitos duran¬ 
te las primeras 12 h despues del tratamiento con progesterona tenia 
poco o ningun efecto en los oocitos receptores. Sin embargo, luego de 
este periodo el citoplasma adquiria la capacidad de inducir la madura¬ 
cion del oocito receptor. El citoplasma del oocito donante alcanzaba su 
efectividad maxima unas 20 h despues del tratamiento con progestero¬ 
na y su efectividad disminuia a las 40 h (fig. 1). No obstante, el citoplas¬ 
ma tornado de los embriones tempranos aun mostraba cierta capacidad 
para inducir la maduracion del oocito. Masui y Markert denominaron 
a la(s) sustancia(s) citoplasmica(s) que induce(n) la maduracion en los 
oocitos receptores “factor promotor de la maduracion”, que se conoce 
con las siglas MPF. 

Como se asumio que el MPF participaba de manera especifica en 
la induction de la maduracion del oocito, al principio se puso relativa- 
mente poco interes en la sustancia o su posible mecanismo de action. 
En 1978 William Wasserman y Dennis Smith de la Purdue University 
publicaron un informe respecto al comportamiento del MPF durante 
el desarrollo temprano de los anfibios. 3 Se asumia que la actividad del 
MPF presente en los embriones tempranos era solo un residuo de la 

FIGURA1 Cambio de actividad del factor promotor de 
la maduracion en el citoplasma del oocito de Rana 
pipiens durante el transcurso de la maduracion y el 
desarrollo temprano. Ordenadas: cociente de fre- 
cuencia de maduracion inducida sobre volumen de 
citoplasma inyectado. A mayor cociente, mas eficaz 
el citoplasma. nl, nanolitros de citoplasma inyecta¬ 
do. Abscisas: edad de los donantes (horas despues 
de la administration de progesterona). (Tomada de 
Y. Masui y C. L. Markert, J. Exp. Zool. 177:142, 
1971.) 
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actividad que habia tenido en el oocito. Sin embargo, Wasserman y 
Smith descubrieron que la actividad del MPF tiene fluctuaciones muy 
importantes en la division de huevos que se relacionan con cambios en 
el ciclo celular. Por ejemplo, se encontro que el citoplasma tornado de 
huevos de rana en division en los 30 a 60 min siguientes a la fertiliza¬ 
tion contiene poca o ninguna actividad detectable de MPF, segun se 
probo con la inyeccion de este en oocitos inmaduros (fig. 2). No obstan¬ 
te, la actividad del MPF puede demostrarse de nuevo si el citoplasma 
se toma de un huevo a los 90 min de la fertilizacion. La actividad del 
MPF alcanza su nivel maximo a los 120 min despues de la fertilizacion 
y comienza a declinar otra vez a los 150 min (fig. 2). En el momenta 
en que los huevos presentan su primera citocinesis a los 180 min, no 
se detecta actividad en los huevos. Luego, conforme el segundo ciclo 
de division se produce, la actividad del MPF reaparece una vez mas y 
alcanza su nivel maximo a los 225 min despues de la fertilizacion para 
declinar a un nivel muy bajo. Se encontraron resultados similares en 
los huevos de Xenopus, excepto que las fluctuaciones en la actividad del 
MPF ocurren con mas rapidez que en la Rana y se correlacionan con 
el ritmo mas rapido de divisiones en el embrion joven de Xenopus. Por 
tanto la actividad del MPF desaparece y reaparece en ambas especies 
de anfibio con una escala temporal que se relaciona con la duracion del 
ciclo celular. En ambas especies el pico de la actividad del MPF corres- 
ponde al tiempo de rotura de la membrana nuclear y a la entrada de las 
celulas en la mitosis. Estos hallazgos sugirieron que el MPF hace mas 
que solo controlar el momento de la maduracion del oocito y que de 
hecho es probable que desempene una funcion clave en la regulation 
del ciclo celular de las celulas que se dividen. 

Al mismo tiempo se hizo evidente que la actividad del MPF no se 
limita a los huevos de anfibio y oocitos, sino que esta presente en una 
gran variedad de organismos. Por ejemplo, se encontro que las celulas 
de mamiferos que crecen en cultivo tambien poseen actividad del MPF, 



FIGURA 2 Ciclo de la actividad del MPF en huevos fertilizados de R.pipiens. 
Ordenadas: porcentaje de oocitos receptores que se someten a la descom- 
posicion de la vesicula germinal como respuesta a 80 nl de citoplasma de 
huevos fertilizados. Abscisas: tiempo despues de la fertilizacion cuando el 
citoplasma de huevos de Rana se probo para buscar actividad del MPF. Las 
flechas indican el tiempo de las divisiones. (Tomada de W. J. Wasserman 
y L. D. Smith, J Cell Biol 78:R17, 1978; mediante autorizacion de 
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probada por la capacidad de los extractos de celulas de mamiferos para 
inducir la rotura de la vesicula germinal cuando se inyecta en oocitos 
de anfibio. 4 La actividad del MPF en las celulas de mamiferos fluctua 
con el ciclo celular, tal como sucede en los huevos de anfibio en pro- 
ceso de division. Los extractos de celulas HeLa cultivadas preparados 
con celulas en fase Gj temprana, en Gj tardia o en fase S carecen de 
actividad de MPF (fig. 3). El MPF aparece en el periodo G 2 temprano, 
se eleva de manera notable al final de G 2 y alcanza su pico maximo en 
la mitosis. 

Otro elemento de la maquinaria que regula el ciclo celular se des- 
cubrio en estudios con embriones de erizo de mar. Los huevos de este 
equinoideo son sujetos favoritos de estudio de la division celular porque 
las divisiones mitoticas despues de la fertilizacion ocurren con rapidez 
y estan separadas por intervalos muy predecibles. Si los huevos de erizo 
de mar se fertilizan en agua de mar que contenga un inhibidor de la 
sintesis proteica, los huevos no inician la primera division mitatica, se 
detienen en una etapa previa a la compactacion de cromosomas y la 
rotura de la envoltura nuclear. Asimismo cada una de las divisiones 
mitoticas posteriores puede bloquearse si se agrega un inhibidor de la 
sintesis de proteinas al medio en el momento previo a la division espe- 
rada. Este hallazgo sugirio que una o mas proteinas deben sintetizarse 
durante cada uno de los ciclos celulares tempranos para que la division 
mitotica pueda producirse. No obstante, los estudios iniciales respecto 
a la division de huevos de erizo de mar no revelan la aparicion de una 
nueva especie de proteinas durante este periodo. 

En 1983, Tim Hunt y sus colegas del Laboratorio de Biologia 
Marina de Woods Hole publicaron un documento referente a varias 
proteinas que se sintetizan en huevos fertilizados de erizo de mar, pero 
no en huevos sin fertilizar. 5 Para estudiar mejor estas proteinas, se incu- 



Fase del ciclo celular 


FIGURA 5 Actividad promotora de maduracion de extractos de celulas HeLa 
durante diferentes etapas del ciclo celular. Como 228 ng de proteina mito¬ 
tica indujeron la rotura de la vesicula germinal (GVBD) en 100% de los 
casos, la actividad porcentual para otras fases del ciclo celular se normalizo 
segun la cantidad de proteina. E, temprana; M, media; T, tardia. (Tomada 
de P. S. Sunkara, D. A. Wright y P. N. Rao, Proc Nat’l Acad Sci 
U.S.A. 76:2801,1979.) 
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baron huevos fertilizados en agua marina que contenia [ 35 S]metionina 
y obtuvieron muestras a intervalos de 10 min a partir de los 16 min 
despues de la fertilization. Se prepararon extractos crudos de proteina 
con las muestras y se sometieron a electroforesis en gel de poliacril- 
amida; las proteinas marcadas se localizaron por autorradiografla. Varias 
bandas prominentes se marcaron en el gel de los extractos de huevos 
fertilizados que no eran evidentes en los extractos comparables prepa¬ 
rados a partir de huevos no fertilizados. Una de las bandas que aparecio 
con una marca intensa en las etapas tempranas tras la fertilization des- 
aparecio del gel 85 min despues de la fertilization, lo que sugiere que 
la proteina se degrado en forma selectiva. Esta misma banda reaparecio 
mas tarde en una muestra tomada a los 127 min despues de la fertili¬ 
zation. Las fluctuaciones en la cantidad de esta proteina se trazaron en 
la figura 4 (banda de proteina A) junto con el indice de separation, que 
senala el tiempo de las primeras dos divisiones celulares. La degrada¬ 
tion de la proteina ocurre casi en el momenta en que las celulas pasan 
por la primera y segunda divisiones. Una proteina similar se encontro 
en los huevos de la almeja de litoral, otro invertebrado cuyos huevos 
son muy estudiados. Hunt y sus colegas nombraron “ciclina” a esta 
proteina y senalaron el sorprendente paralelismo del comportamiento 
entre las fluctuaciones en los niveles de ciclinas en su investigation y 
la actividad del MPF en los estudios anteriores. Estudios ulteriores 
mostraron que habia dos ciclinas distintas, A y B, que se degradan en 
momentos distintos durante el ciclo celular. La ciclina A se degrada 
durante el periodo de 5 a 6 min justo antes de la transition metafase- 
anafase, y la ciclina B se degrada unos cuantos minutos despues de esta 
transition. Estos estudios proporcionaron la primera indication de la 


importancia de la proteolisis controlada (pag. 575) en la regulation de 
una actividad celular importante. 

El primer vinculo claro entre la ciclina y el MPF lo demostraron 
Joan Ruderman y sus colegas en el Laboratorio de Biologia Marina 
de Woods Hole. 6 En estos estudios se transcribio in vivo un RNA 
mensajero que codificaba la ciclina A, a partir de un fragmento clona- 
do de DNA que contenia toda la secuencia para codificar la ciclina A. 
La identidad de este mRNA se comprobo mediante su traduction in 
vitro y se observo que codifica ciclina A autentica de almeja. Cuando el 
mRNA sintetico de ciclina se inyecto en oocitos de Xenopus, las celulas 
presentaron rotura de la vesicula germinal y compactacion cromosomi- 
ca en un intervalo similar al inducido con el tratamiento con progeste- 
rona (fig. 5). Estos resultados sugirieron que el incremento en la ciclina 
A, que en condiciones normales se presenta durante la meiosis y la 
mitosis, tiene una participation directa en la promotion de la entrada a 
la fase M. La cantidad de ciclina A cae con rapidez y debe sintetizarse 
de nuevo antes de la siguiente division, de lo contrario las celulas no 
podrian ingresar a la fase M. 

Pero, ^cual es la relation entre las ciclinas y el MPF? Una de las 
dificultades para responder esta pregunta fue el uso de diferentes orga- 
nismos. El MPF se estudio sobre todo en anfibios, y las ciclinas, en 
erizos de mar y almejas. La evidencia indicaba que los oocitos de rana 
contienen una reserva de moleculas precursoras inactivas de MPF que 
se convierten en MPF activo durante la meiosis I. Por otro lado, la 
ciclina esta ausente de los oocitos de almeja, pero aparece poco despues 
de la fertilization. Ruderman considero la posibilidad de que la ciclina 
A fuera un activador del MPF. Mas adelante se retoma este asunto. 



FIGURA 4 Correlation del nivel de ciclina con el ciclo de division celu¬ 
lar. Se fertilizo una suspension de huevos y despues de 6 min se agrego 
[ 35 S]metionina. Se tomaron muestras para analisis mediante electroforesis 
en gel a intervalos de 10 min, a partir de 16 min despues de la fertiliza¬ 
tion. La autorradiografla del gel electroforetico se exploro para marcar la 
densidad y se trazo una grafica con los datos. La proteina A, que varia de 
acuerdo con el ciclo celular y se llama ciclina, se muestra como circulos 
negros. La proteina B (que no debe confundirse con la ciclina B) no muestra 
fluctuation durante el ciclo celular y se grafico como triangulos oscuros. El 
porcentaje de celulas que presentan division en cualquier periodo determi- 
nado se presenta como el indice de division (cuadros huecos). (Tomada de 
T. Evans et al., Cell 33:391,1983; con autorizacion de Cell Press.) 



FIGURA 5 Cinetica de la activation del oocito de Xenopus con progestero- 
na y mRNA de ciclina A. Se aislaron oocitos grandes e inmaduros de los 
fragmentos de ovarios y se incubaron con progesterona o se les aplico una 
microinyeccion con cantidades variables de mRNA de ciclina A. Tres a 4 h 
despues de la inyeccion se retiraron los oocitos con dano evidente (unos dos 
a cuatro por cada grupo initial de 20) y se permitio que los restantes (que 
representan 100% del valor) se desarrollaran. La rotura de la vesicula germi¬ 
nal (GVBD) y la activation del oocito se indicaron mediante la formation 
de un punto bianco en la region del polo animal y se confirmaron con la 
diseccion de los oocitos. (Tomada de K. I. Swenson, K. M. Farrell yJ. V. 
Ruderman, Cell 47:865,1986; con autorizacion de Cell Press.) 
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Mientras tanto se initio otra linea de investigacion para purificar 
y caracterizar la sustancia con actividad de MPF. En 1980, Michael 
Wu y John Gerhart de la California University en Berkeley realizaron 
una purification de 20 a 30 veces del MPF mediante la precipitation 
de la proteina en sulfato de amonio para someter luego el material 
disuelto otra vez a cromatografia por columnas. Ademas de estimular 
la maduracion del oocito, las inyecciones del MPF parcialmente purifi- 
cado estimularon la incorporation de 32 P en las proteinas del oocito de 
anfibio. 7 Cuando las preparaciones parcialmente purificadas de MPF 
se incubaron con [ 32 P] ATP in vitro, las proteinas presentes en la mues- 
tra se fosforilaron, lo que sugiere que el MPF induce la maduracion 
mediante su action como proteincinasa. 

A1 final el MPF se purifico en 1988 por medio de una serie de 
seis pasos cromatograficos sucesivos. 8 La actividad del MPF en estas 
preparaciones purificadas siempre se relaciono con dos polipeptidos: 
uno con masa molecular de 32 kDa y el otro de 45 kDa. La preparation 
purificada del MPF tenia una intensa actividad de proteincinasa, como 
se comprobo por la incorporation de radiactividad de [ 32 P] ATP en las 
proteinas. Cuando la preparation purificada se incubo en presencia de 
[ 32 P] ATP, el polipeptido de 45 kDa se marco. 

Para finales del decenio de 1980 los esfuerzos por descubrir la 
funcion de las ciclinas y el MPF comenzo a fusionarse con otra linea 
de investigacion que Paul Nurse y sus colegas de la Oxford University 
que trabajaban en las levaduras con fision. 9 Estaba demostrado que las 
levaduras producian una proteincinasa con un peso molecular de 34 
kDa cuya actividad era necesaria para que estas celulas ingresaran a la 
fase M (descrito en la pag. 574). La proteina de las levaduras se llamo 
p34 cdc2 o solo cdc2. La primera evidencia de un vinculo entre cdc2 y 
el MPF se obtuvo como resultado de la colaboracion entre los grupos 
de investigacion con levaduras y con anfibios. 10 ’ 11 Hay que recordar 
que ya se menciono un estudio previo en el que se encontro que el 
MPF contiene una proteina de 32 kDa y otra de 45 kDa. Se demostro 
que los anticuerpos formados contra cdc2 a partir de las levaduras con 
fision reaccionan de manera especifica con el componente de 32 kDa 
del MPF aislado de los huevos de Xenopus. Estos hallazgos indican que 
este componente del MPF es un homologo de la proteincinasa de 34 
kDa de las levaduras y por tanto que la maquinaria que controla el ciclo 
celular en las levaduras y en los vertebrados contiene componentes que 
se han conservado en el curso de la evolution. 

Un estudio similar que utilizo anticuerpos contra cdc2 de levadu¬ 
ras mostro que la proteina homologa en los vertebrados no experimen- 
ta fluctuaciones durante el ciclo. 12 Esto apoya la proposition de que la 
proteincinasa de 32 kDa de las celulas de vertebrados depende de otra 
proteina. Se predijo que el modulador es la ciclina, cuya concentration 
se eleva durante cada ciclo celular y luego se destruye cuando la celula 
ingresa a la anafase. Esta propuesta se comprobo mas tarde en varios 
estudios en los que se purifico MPF de anfibios, almejas y estrellas 
de mar, y se analizo su composition polipeptidica. 13 " 15 En todos estos 
casos se demostro que el MPF activo presente en las celulas anima¬ 
tes en fase M es un complejo formado por dos tipos de subunidades: 
1) una subunidad de 32 kDa que contiene el sitio con actividad de pro¬ 
teincinasa y es homologo a la proteincinasa cdc2 de las levaduras y 2) una 


subunidad mas grande (45 kDa) identificada como una ciclina y cuya 
presencia es necesaria para la actividad de proteincinasa. Los estudios 
descritos en esta Via experimental proporcionaron una vision unificada 
del ciclo celular en todos los organismos eucariotas. Tambien estable- 
cieron las bases para el analisis de los numerosos factores que contro- 
lan la actividad del MPF (cdc2) en varios puntos durante los ciclos 
celulares de levaduras y mamiferos, que se convirtieron en el centra de 
atencion en los ultimos anos. Los hallazgos mas importantes de estos 
estudios recientes se describen en la primera section de este capitulo. 

Referencias 

1 . Smith, L. D. 8cEcker, R. E. 1971. The interaction of steroids with R. 
pipiens oocytes in the induction of maturation. Dev. Biol. 25:233—247. 

2. Masui, Y. 8c Markert, C. L. 1971. Cytoplasmic control of nuclear 
behavior during meiotic maturation of frog oocytes./. Exp. Zoo/. 177: 
129-146. 

3. Wasserman, W. J. 8c Smith, L. D. 1978. The cyclic behavior of a 
cytoplasmic factor controlling nuclear membrane breakdown. J. Cell 

Biol. 78:R15-R22. 

4. Sunkara, P. S., Wright, D. A., 8c Rao, P. N. 1979. Mitotic factors 
from mammalian cells induce germinal vesicle breakdown and chro¬ 
mosome condensation in amphibian oocytes. Proc. Natl. Acad. Sci. 
U.S.A. 76:2799-2802. 

5. Evans, T., et al. 1983. Cyclin: A protein specified by maternal mRNA 
in sea urchin eggs that is destroyed at each cleavage division. Cell 

33:389-396. 

6. Swenson, K. I., Farrell, K. M., 8c Ruderman, J. V. 1986. The clam 
embryo protein cyclin A induces entry into M phase and the resumption 
of meiosis in Xenopus oocytes. Cell 47:861—870. 

7. Wu, M. 8c Gerhart, J. C. 1980. Partial purification and characteriza¬ 
tion of the maturation-promoting factor from eggs of Xenopus laevis. 

Dev. Biol. 79:465-477. 

8. Lohka, M. J., Hayes, M. K., 8c Maller, J. L. 1988. Purification of 
maturation-promoting factor, an intracellular regulator of early mitotic 
events. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 85:3009—3013. 

9. Nurse, P. 1990. Universal control mechanism regulating onset of 
M-phase. Nature 344:503—507. 

10. Gautier, J., et al. 1988. Purified maturation-promoting factor con¬ 
tains the product of a Xenopus homolog of the fission yeast cell cycle 
control gene ede 21. Cell 54:433—439. 

11. Dunphy, W. G., ET AL. 1988. The Xenopus cdc2 protein is a component 
of MPF, a cytoplasmic regulator of mitosis. Cell 54:423—431. 

12. Labbe, J. C., ET AL. 1988. Activation at M-phase of a protein kinase 
encoded by a starfish homologue of the cell cycle control gene cdc2. 
Nature 335:251-254. 

13. Labbe, J. C., et al. 1989. MPF from starfish oocytes at first meiotic 
metaphase is a heterodimer containing one molecule of cdc2 and one 
molecule of cyclin B. EMBO J. 8:3053—3058. 

14. Draetta, G., et al. 1989. cdc2 protein kinase is complexed with both 
cyclin A and B: Evidence for proteolytic inactivation of MPF. Cell 
56:829-838. 

15. Gautier, J., et al. 1990. Cyclin is a component of maturation-pro¬ 
moting factor from Xenopus. Cell 60:487—494. 


SINQPSIS 


Las etapas por las que una celula pasa de una division celular a la 
siguiente constituyen el ciclo celular. El ciclo celular se divide en dos 
fases principales: fase M, que incluye el proceso de mitosis, en el que los 
cromosomas duplicados se separan en dos nucleos, y la citocinesis, en la 
que toda la celula se divide en dos celulas hijas; la segunda fase del ciclo 
celular es la interfase. Por lo general la interfase es mucho mas larga 


que la fase M y se subdivide en tres fases distintas segun el momento 
de la replicacion, que se limita a un periodo definido dentro del ciclo 
celular. Gj es el periodo que sigue a la mitosis y precede a la replicacion; 
S es el lapso durante el que ocurre la sintesis de DNA (y la sintesis de 
histonas),y G 2 es el periodo siguiente a la replicacion y previo al inicio 
de la mitosis. La duracion del ciclo celular, y las fases que lo constituyen, 
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varian mucho de un tipo celular a otro. Determinados tipos de celulas 
diferenciadas de manera terminal, como las fibras de musculo esquele- 
tico y las celulas nerviosas de los vertebrados, han perdido su capacidad 
de dividirse (pag. 571). 

Estudios iniciales mostraron que la entrada de una celula en la fase 
M es desencadenada por la activacion de la proteincinasa llamada 
MPF (factor promotor de la maduracion). El MPF consiste en dos 
subunidades: una subunidad catalitica que transfiere grupos fosfato a 
residuos especificos de serina y treonina de sustratos proteicos especf- 
ficos, y una subunidad reguladora que consiste en un miembro de una 
familia de proteinas denominadas ciclinas. La subunidad catalitica se 
llama proteincinasa dependiente de ciclina (Cdk). Cuando la concen¬ 
tration de ciclina es baja, esta enzima carece de la subunidad ciclina y 
permanece inactiva. Cuando la concentration de ciclina alcanza el nivel 
suficiente, la proteincinasa se activa, lo que desencadena el ingreso de la 
celula a la fase M (pag. 573). 

Las actividades que controlan el ciclo celular se enfocan sobre todo 
en dos puntos: la transicion entre Gj y S, y la transicion entre G 2 y el 
inicio de la mitosis. El paso por cada uno de estos puntos requiere la 
activacion transitoria de una Cdk por una ciclina especifica. En las 

levaduras, la misma Cdk se activa tanto en Gj-S como en G 2 -M, pero 
se estimula con diferentes ciclinas. Las concentraciones de las diversas 
ciclinas aumentan y disminuyen durante el ciclo celular como resulta- 
do de cambios en la rapidez de sintesis y destruction de las moleculas 
proteinicas. Ademas de la regulacion con las ciclinas, la actividad de la 
Cdk tambien se controla por el estado de fosforilacion de la subunidad 
catalitica, que en las levaduras esta controlado a su vez por al menos dos 
cinasas (CAK y Weel) y una fosfatasa (Cdc25). En las celulas de mamf- 
feros hay por lo menos ocho ciclinas distintas y media docena de Cdk 
diferentes que participan en la regulacion del ciclo celular (pag. 574). 

La celula posee controles de retroalimentacion que vigilan el estado 
de los fenomenos del ciclo celular, como la replicacion y la compac- 
tacion de cromosomas,y determinan si el ciclo celular continua o no. 

Si una celula se somete a tratamientos que danan el DNA, el avance del 
ciclo celular se retrasa hasta que el dano se repara. El paro de la celula 
en uno de los puntos de revision del ciclo celular se efectua por la action 
de inhibidores cuya sintesis es estimulada por sucesos como el dano del 
DNA. Una vez que la celula ha sido estimulada por agentes externos 
para pasar por el punto de revision Gj-S e iniciar la duplication, la 
celula por lo general continua a traves del resto de la mitosis sin mayor 
estimulacion externa (pag. 577). 

La mitosis asegura que los dos nucleos hijos reciban un complemen- 
to integro y equivalente de material genetico. La mitosis se divide 
en profase, prometafase, metafase, anafase y telofase. La profase se 
caracteriza por la preparation de los cromosomas para la separacion 
y el ensamble de la maquinaria necesaria para el movimiento de los 
cromosomas. Los cromosomas mitoticos son estructuras cilindricas 
muy compactadas. Puede verse como cada cromosoma mitotico se 
divide en sentido longitudinal en dos cromatides, que son duplicadas 
y se forman mediante la replicacion durante la fase S previa. El estre- 
chamiento principal del cromosoma mitotico marca el centromero, que 
aloja una estructura plana, el cinetocoro, al cual se unen los microtubu- 
los del huso. Durante la formacion del huso, los centrosomas se alejan 
entre si hacia los polos. Mientras esto ocurre los microtubulos que se 
extienden entre ellos aumentan en numero y longitud. Por ultimo, los 
dos centrosomas llegan a puntos opuestos en la celula y los dos polos se 
establecen. Varios tipos de celulas, entre ellas las vegetales, ensamblan 
un huso mitotico en ausencia de centrosomas. El final de la profase esta 
marcado por la rotura de la envoltura nuclear (pag. 579). 

Durante la prometafase y la metafase, los cromosomas individuales 
se unen primero con los microtubulos del buso que surgen de ambos 
polos y luego se mueven hacia un piano en el centro del buso. Al 


principio de la prometafase, los microtubulos del huso en formacion 
penetran en la region donde estuvo el nucleo y establecen uniones 
con los cinetocoros de los cromosomas condensados. Poco despues 
los cinetocoros forman relaciones estables con los extremos mas de los 
microtubulos cromosomicos en ambos polos del huso. Al final cada 
cromosoma se pone en position en el piano al centro del huso, un pro- 
ceso que se acompana de acortamiento de algunos microtubulos por la 
perdida de subunidades de tubulina y la elongation de otros a causa de 
la adicion de subunidades. Una vez que los cromosomas se alinean 
de manera estable, la celula llego a la metafase. El huso mitotico de 
una celula animal tfpica en metafase consiste en microtubulos astrales, 
que irradian a partir del centrosoma; microtubulos cromosomicos, que 
se unen con los cinetocoros, y microtubulos polares que se extienden 
desde el centrosoma hasta mas alia de los cromosomas y forman una 
canasta estructural que mantiene la integridad del huso. Los micro¬ 
tubulos del huso de la metafase tienen una actividad dinamica, como 
lo demuestra el movimiento dirigido de las subunidades con marca 
fluorescente (pag. 586). 

Durante la anafase y la telofase, las cromatides hermanas se sepa- 
ran una de la otra para dirigirse a regiones distintas de la celula en 
division; los cromosomas regresan a su condition de interfase. La 

anafase comienza cuando las cromatides hermanas se separan; esta 
separacion es provocada por un proceso que es activado por la des¬ 
truccion de la cohesina y el proceso esta mediado por ubiquitina, un 
complejo proteico que mantiene unidas a las cromatides hermanas. Los 
cromosomas separados se mueven luego hacia sus polos respectivos y al 
mismo tiempo se observa acortamiento de los microtubulos cromoso¬ 
micos unidos, lo que se debe a la perdida neta de subunidades tanto en 
los polos como en el cinetocoro. El movimiento de los cromosomas, que 
se denomina anafase A, suele acompanarse del alargamiento del huso 
mitotico y la posterior separacion de los polos, a lo que se da el nombre 
de anafase B. La telofase se caracteriza por el restablecimiento de la 
envoltura nuclear, la dispersion de los cromosomas y la reformation de 
las redes citoplasmicas membranosas (pag. 590). 

La citocinesis, que es la division del citoplasma en dos celulas hijas, 
ocurre por estrechamiento en las celulas animales y por construc¬ 
tion en las celulas vegetales. Las celulas animales se constrinen en 
dos mediante una indentation o surco que se forma en la superficie de 
la celula y luego se profundiza. El surco creciente contiene una banda 
de filamentos de actina que al parecer se deslizan uno sobre otro impul- 
sados por pequenos filamentos de miosina II que generan la fuerza 
necesaria. Se piensa que el sitio de la citocinesis se selecciona por una 
serial que se difunde a partir del huso mitotico. Las celulas vegetales 
realizan la citocinesis mediante la construction de una membrana celu¬ 
lar y una pared celular en un piano que se encuentra entre los dos polos. 
El primer signo de la formacion de la placa celular es la aparicion de 
grupos de microtubulos que se entrelazan y de material electrodenso 
intercalado. Despues vesfculas pequenas se desplazan a la region y se 
alinean en un piano. Las vesfculas se fusionan entre sf para formar una 
red membranosa que se transforma en una placa celular (pag. 596). 

La meiosis es un proceso que incluye dos divisiones nucleares en 
secuencia, con lo que se obtienen nucleos hijos haploides que con- 
tienen solo un miembro de cada par de cromosomas homologos, por 
lo que el numero de cromosomas se reduce a la mitad. La meiosis 
puede ocurrir en distintas etapas del ciclo vital, segun el tipo de orga- 
nismo. Un proceso elaborado de emparejamiento de cromosomas que 
no tiene contraparte en la mitosis ocurre durante la profase I para ase- 
gurar que cada nucleo hijo tenga solo un conjunto de homologos. El 
emparejamiento de los cromosomas se acompana de la formacion de 
una estructura proteinacea similar a una escalera que se denomina com¬ 
plejo sinaptonemico (SC). La cromatina de cada homologo establece 
una relation fntima con una de las barras laterales del SC. Durante 
la profase I los cromosomas homologos participan en la recombina¬ 
tion genetica que produce cromosomas con nuevas combinaciones 
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de alelos maternos y paternos. Tras la recombination, los homologos 
permanecen unidos entre si en puntos especificos llamados quiasmas, 
que representan sitios de recombination. Los homologos emparejados 
(llamados bivalentes o tetradas) se orientan en la placa de la metafase 
de manera que ambas cromatides de un cromosoma se dirigen hacia el 
mismo polo. Durante la anafase I los cromosomas homologos se sepa- 
ran uno del otro, y los cromosomas maternos y paternos de cada tetrada 
se separan en forma independiente. Las celulas, que ahora tienen un 
contenido cromosomico haploide, continuan hacia la segunda division 
meiotica, durante la cual las cromatides hermanas de cada cromosoma 
se separan en los distintos nucleos hijos (pag. 599). 


La recombination genetica durante la meiosis es resultado de la 
rotura y la reunion de cadenas de DNA de diferentes homologos de 
una tetrada. Durante la recombination las regiones homologas de dife¬ 
rentes cadenas de DNA se intercambian sin adicion o perdida de un 
solo par de bases. En un paso initial, dos dobles se alinean una junto 
a la otra. Una vez alineadas, se producen las roturas en ambas cadenas 
de una de las dobles. En los pasos siguientes la cadena de DNA de un 
doble invade el otro doble, con lo que se forma una estructura interco- 
nectada. Los pasos siguientes pueden incluir la actividad de nucleasas 
y polimerasas para crear y llenar todos los huecos en las cadenas, de 
manera similar a como se repara el DNA (pag. 607). 


PREGUNTAS ANALITICAS 


1. ,:De que manera la division celular constituye un vinculo entre los 
humanos y las celulas eucariotas mas primitivas? 

2 . <:Que tipo de fenomenos sinteticos se esperaria que ocurrieran en 
G 1 que no ocurren en G 2 ? 

3 . Supongase que se marca una poblacion de celulas que crecen en 
forma asincronica con [ 3 H]timidina. G 1 dura 6 h, S dura 6 h, G 2 
dura 5 h y M, 1 h. <;Que porcentaje de celulas estarian marcadas 
despues de un pulso de 15 min? <;Que porcentaje de celulas mito- 
ticas estarian marcadas despues de un pulso asi? ,:Cuanto tiempo 
tendrian que vigilarse estas celulas antes de ver algun cromosoma 
mitotico marcado? <;Que porcentaje de las celulas tendrian cromo¬ 
somas mitoticos marcados si las celulas se siguieran durante 18 h? 

4 . Supongase que se toma un cultivo de las mismas celulas usadas en 
la pregunta previa, pero en lugar de marcarlas con [ 3 H]timidina 
en pulsos, se marcan de manera continua durante 20 h. Trace una 
grafica que muestre la cantidad de DNA radiactivo que se encon- 
traria en el cultivo en el periodo de 20 h. <;Cual seria el tiempo 
minimo necesario para asegurar que todas las celulas tengan algu- 
na marca incorporada en este experimento? <:C6mo podria cono- 
cerse la duration del ciclo celular en este cultivo sin usar la marca 
radiactiva? 

5 . La fusion de celulas en Gj con celulas en la fase S produce resul- 
tados diferentes a la fusion de una celula en fase G 2 con una en 
fase S. <;Cual se esperaria que fuera la diferencia y como puede 
explicarse? 

6. La figura 14-6 muestra el efecto de las mutaciones que tienen los 
genes que codifican Weel y Cdc25 en el ciclo celular. La cinasa 
CAK se identified por medios bioquimicos y no geneticos (o sea, 
por aislamiento de celulas mutantes). <jQue fenotipo se esperaria 
en una celula de levadura portadora de una mutation en CAK 
sensible a la temperatura despues de elevar la temperatura del 
medio de cultivo en la etapa initial de Gj?, <:y en la parte tardia de 
G 2 ? ,:Por que seria diferente segun la etapa en la que la tempera¬ 
tura se elevara? 

7 . Mencionar cuatro mecanismos distintos por los que una Cdk pue¬ 
de desactivarse. 

8. Un sincitio es una “celula” que contiene mas de un nucleo; los 
ejemplos incluyen la fibra muscular esqueletica y una blastula 
del embrion de mosca. Estos dos tipos de sincitio se originan de 
maneras muy distintas. <;Cuales son los mecanismos que podrian 
conducir a la formation de tales sincitios? <;Que dice esto respecto 
a la relation entre la mitosis y la citocinesis? 


9 . ,;C6mo podria averiguarse de manera experimental si los microtu- 
bulos polares se encuentran en un estado de flujo dinamico duran¬ 
te la anafase? A1 conocer los fenomenos que ocurren durante esta 
etapa, <;que se esperaria encontrar? 

10. Si se agregara [ 3 H]timidina a una celula que esta en replication 
(fase S) antes de iniciar la meiosis, <;que porcentaje de los cromo¬ 
somas de los gametos producidos estarian marcados? Si uno de 
estos gametos (un espermatozoide) fertilizara un huevo no marca¬ 
do, <;que porcentaje de los cromosomas de la etapa de dos celulas 
estarian marcados? 

11. Si el numero haploide de cromosomas en humanos es 23 y la 
cantidad de DNA nuclear en un espermatozoide es 1C, <;cuan- 
tos cromosomas tiene una celula humana en las siguientes eta- 
pas: metafase de la mitosis, profase I de la meiosis, anafase I de la 
meiosis, profase II de la meiosis, anafase II de la meiosis. <;Cuantas 
cromatides tiene la celula en cada una de estas etapas? ^Cuanto 
DNA (en terminos de numeros de C) tiene la celula en cada una 
de estas etapas? 

12. Trazar una grafica de la cantidad de DNA en el nucleo de una 
espermatogonia desde la etapa Gj antes de la primera division 
meiotica hasta que la meiosis se completa. Marcar en la grafica 
cada una de las etapas principals del ciclo celular y de la meiosis. 

13. ,:Cuantos centriolos tiene una celula en la metafase de la mitosis? 

14. Supongase que se informa que la mayoria de los casos de triso- 
mfa se debe al envejecimiento del huevo en el oviducto mientras 
espera la fertilization, <;que tipo de evidencia podria obtenerse del 
examen de fetos abortados en forma espontanea que confirmaran 
esta sugerencia? ,:C6mo se ajustarfa esto a los datos ya obtenidos? 

15 . Supongase que se incuba una celula meiotica en [ 3 H]timidina 
entre las etapas leptoteno y cigoteno, luego se fija la celula durante 
el paquiteno y se prepara una autorradiografia. Se encuentra que 
los quiasmas son sitios con concentration de granos de plata. <;Que 
dice respecto al mecanismo de recombination? 

16. En la pagina 594 se explico que dos tipos de senales participan 
en el paro del punto de revision de la metafase. Considerense los 
resultados de un experimento reciente en el que el cinetocoro no 
unido de un cromosoma con una sola union se destruyo con un 
rayo laser. En este estudio se encontro que, despues de la destruc¬ 
tion del cinetocoro, la celula entro a la anafase, aunque este cro¬ 
mosoma no estaba bien alineado en la placa de la metafase. <;C6mo 
se interpretaria este experimento en terminos de las senales expli- 
cadas en el capitulo? 
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17. Asumase por un momento que el cruzamiento no ocurre. ,;Habria 
acuerdo en que se recibio la mitad de sus cromosomas de cada uno 
de los padres? <;Habria acuerdo en que se recibio un cuarto de los 
cromosomas de cada uno de los abuelos? <;Cambiarian las respues- 
tas a estas preguntas si se considerara que hubo cruzamiento? 

18. En la pagina 573 se menciono que las celulas en fase G 2 no pue- 
den estimularse para iniciar la replicacion cuando se fusionan con 
celulas en fase S. ,:Esta observacion puede explicarse con base en 
la informacion presentada en la figura 13-20? 

19. <;Que tipo de fenotipo se esperaria de una celula de levadura con 
fision cuya subunidad Cdk careciera de cada uno de los residuos 
siguientes como resultado de una mutation: Tir 15,Tre 161? 

20 . En la pagina 584 se explico que la duplicacion del centrosoma y 
la sintesis de DNA se inician por efecto de la ciclina E-Cdk2, que 
se activa al final de Gj. Un estudio reciente encontro que la ciclina 


E-Cdk2 se activa en una etapa mas temprana, como al principio 
de Gj, que la duplicacion del centrosoma comienza en ese punto 
del ciclo celular, pero que la replicacion del DNA no se inicia sino 
hasta la fase S. Elaborese una hipotesis para explicar por que la 
sintesis de DNA no comienza tambien. Puede regresarse a la figu¬ 
ra 13-20 para obtener mas informacion. 

21 . <:Que tipo de fenotipo se esperaria de una celula cuyo polipeptido 
Cdc20 tiene una mutation, de tal forma que: 1) es incapaz de unir- 
se con Mad2, o 2) es incapaz de unirse con las otras subunidades 
del APC, o 3) no se separo del APC al final de la anafase? 

22 . Los fetos cuyas celulas son triploides (es decir, contienen tres jue- 
gos completos de cromosomas) se desarrollan a termino y mueren 
en la lactancia, mientras que los fetos con trisomfas cromosomi- 
cas individuales suelen correr peor suerte. <;C6mo se explica esta 
observacion? 
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E l poeta ingles John Donne expreso su creencia en la interdependencia de los 
seres humanos con la siguiente frase: “Ningun hombre es una isla”. Lo mismo 
puede decirse de las celulas que forman un organismo multicelular complejo. La 
mayoria de las celulas de una planta o un animal se especializan en una o mas funciones 
especificas. Muchos procesos biologicos exigen que varias celulas trabajen juntas y coor- 
dinen sus actividades. Para que esto sea posible, las celulas tienen que comunicarse entre 
si, lo cual se logra mediante un proceso llamado senalizacion celular. Esta hace posible 
que las celulas hablen entre si y que un organismo funcione como un sistema coherente. 

La senalizacion celular afecta todos los aspectos de la estructura y funcion celulares, 
una de las principales razones para que este capitulo se incluya casi al final del libro. 
Por un lado, para poder comprender una serial celular es necesario conocer otros tipos 
de actividad celular. Por otro lado, la description de la senalizacion celular puede reunir 
varios procesos celulares que parecerian independientes. La senalizacion celular tambien 


Estructura tridimensional de la rodopsina, la protema sensible a la luz que se encuentra en los bastones de la 
retina. La rodopsina es miembro de una enorme familia de receptores caracterizada por siete helices alfa que 
cruzan la membrana (mostrados como cilindros) que reaccionan a los estlmulos extracelulares y transmiten la 
serial al citoplasma. La rodopsina se activa cuando su grupo retinal (mostrado en rojo) absorbe un foton de luz, 
lo cual induce un cambio en la conformacion de la protema que se transmite a una protema G en la superficie 
interna de la membrana. (Cortesi'a de Craig A. Behnke, Emerald BioStructures.) 
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esta muy relacionada con la regulation del crecimiento y la divi¬ 
sion celular. Esto hace que el estudio de la serialization celular 
sea crucial para comprender de que manera una celula puede 
perder la capacidad de controlar la division celular y convertirse 
en un tumor maligno. • 


15.1 LOS ELEMENTOS BASICOS DE LOS _ 

SISTEMAS DE SENALIZACION CELULAR 

Tal vez sea util comenzar el analisis de este tema tan 
complejo con la description de algunas de las caracteristicas 
generales que comparten la mayoria de las vias de senalizacion. 
Por lo general, las celulas se comunican entre si mediante mole- 
culas mensajeras extracelulares. Los mensajeros extracelulares 
pueden viajar una distancia corta y estimular celulas en estre- 
cha proximidad con el origen del mensaje, o viajar por todo el 
cuerpo y potencialmente estimular celulas muy alejadas de la 
fuente. En el caso de la senalizacion autocrina, la celula que pro¬ 
duce el mensajero expresa receptores en su superficie los cuales 
pueden responder a ese mensaje (fig. 15-la). En consecuencia, 
las celulas que liberan el mensaje se estimularan (o inhibiran) 
a si mismas. Durante la estimulacion paracrina (fig. \S-\b), las 
moleculas mensajeras viajan solo cortas distancias por el espacio 
extracelular hasta celulas en estrecha proximidad con la celula 
que genera el mensaje. Las moleculas mensajeras paracrinas sue- 
len estar limitadas en su capacidad de viajar por el cuerpo porque 
son inherentemente inestables, o son degradadas por enzimas, o 
se unen a la matriz extracelular. Finalmente, durante la senali¬ 
zacion endocrina, las moleculas mensajeras llegan a sus celulas 
bianco a traves del torrente sanguineo (fig. 15-lc). Los mensa¬ 
jeros endocrinos tambien se llaman hormonas, y suelen actuar en 
celulas bianco localizadas en sitios distantes del cuerpo. 

En la figura 15-2 se presenta un panorama general de las 
vias de senalizacion celular. La senalizacion celular se inicia con 
la liberation de una molecula mensajera por una celula que envia 
mensajes a otras celulas del cuerpo (paso 1, fig. 15-2). Las celu¬ 
las solo pueden responder a un mensaje extracelular si expresan 
receptores que reconozcan y se unan de modo especifico a la 
molecula mensajera particular (paso 2). En la mayoria de los 
casos, la molecula mensajera (o ligando) se une con un receptor 
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FIGURA 15-2 Revision de las vias de senalizacion por las cuales las mole¬ 
culas mensajeras extracelulares pueden inducir reacciones intracelulares. 

Se muestran dos tipos diferentes de vias de transduccion de serial, una en 
la que se activa la via de senalizacion mediante un segundo mensajero con 
capacidad de difusion y otra via que se activa mediante el reclutamiento de 
proteinas a la membrana plasmatica. La mayoria de las vias de transduccion 
de senales implica una combinacion de estos mecanismos. Tambien hay que 
decir que las vias de senalizacion no siempre son trayectos lineales como 
los que se muestran aqui, sino que se ramifican y conectan para formar una 
compleja red. Los pasos se describen en el texto. 
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en la superficie extracelular. Esta interaccion determina que una 
senal se releve a traves de la membrana hasta el dominio cito¬ 
plasmico del receptor (paso 3). Una vez que llega a la superficie 
interna de la membrana plasmatica, la senal se transmite por dos 
vias principales hacia el interior de la celula. La ruta particular 
que tome depende del tipo de receptor que se activa. 

• Un tipo de receptor (section 15.3) transmite una senal del 
dominio citoplasmico a una enzima cercana (paso 4), la cual 
genera un segundo mensajero (paso 5). Como esto indu¬ 
ce (efectua) una reaction celular mediante la generation de 
un segundo mensajero, la enzima se conoce como efector. Los 
segundos mensajeros son sustancias pequenas que casi siem- 
pre activan (o desactivan) proteinas especificas. Segun sea su 
estructura quimica, un segundo mensajero puede difundirse 
por el citosol o permanecer incrustado en la bicapa lipidica 
de la membrana. 

• Otro tipo de receptor (section 15.4) transmite una senal 
mediante la transformation de su dominio citoplasmico en 
una estacion de reclutamiento para las proteinas de serializa¬ 
tion celular (paso 4a). 

Ya sea que la senal se transmita por un segundo mensajero 
o por el reclutamiento de proteinas, el resultado es similar: se 
activa una proteina que se coloca en la parte superior de una 
via de serialization (paso 6, fig. 15-2). Las vias de serialization 
son las superautopistas de information de la celula. Cada via 
de senalizacion consiste en una serie de proteinas distintas que 
operan en secuencia (paso 7). Cada proteina de la via casi siem- 
pre actua mediante un cambio en la conformation de la proteina 
siguiente (o corriente abajo) de la serie, un fenomeno que activa 
o inhibe a esa proteina (fig. 15-3). Despues de leer otros temas 
de la biologia celular, no debe resultar sorprendente que los 
cambios en la conformation de las proteinas de senalizacion se 
efectuen a menudo por action de cinasas de proteina y fosfatasas 
de proteina que agregan o retiran, respectivamente, grupos fos- 
fato de otras proteinas (fig. 15-3). El genoma humano codifica 
mas de 500 cinasas de proteina diferentes y mas de 100 fosfatasas 
de proteina distintas. Algunas de estas cinasas y fosfatasas son 
proteinas citoplasmicas solubles y otras son proteinas integrales 
de membrana. Algunas de estas enzimas tienen muchas protei¬ 
nas como sustratos, mientras que otras fosforilan o desfosforilan 
solo a un sustrato proteico. Muchos de los sustratos proteicos de 
estas enzimas tambien son enzimas, casi siempre otras cinasas y 
fosfatasas, aunque los sustratos tambien incluyen canales ionicos, 
factores de transcription y varios tipos de proteinas reguladoras. 
Se cree que cuando menos 50% de las proteinas de una celula 
se somete a fosforilacion en uno o mas sitios. La fosforilacion 
proteica puede cambiar el funcionamiento de las proteinas de 
varias formas. La fosforilacion puede activar o desactivar una 
enzima, aumentar o disminuir las interacciones entre proteinas, 
hacer que una proteina se mueva de un compartimiento intra- 
celular a otro o actuar como senal que inicie la degradation de 
proteinas. 

Se han identificado muchas de las cinasas de proteina y sus 
proteinas bianco: el principal desafio es comprender las funcio- 
nes de estas diversas modificaciones postranslacionales en las 
actividades de diferentes tipos celulares. 

A1 final, las senates transmitidas por estas vias de seriali¬ 
zation llegan a las proteinas bianco (paso 8, fig. 15-2) que inter- 
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FIGURA 15-3 Via de transduccion de senal consistente en cinasa de protei¬ 
na y fosfatasa de proteina cuyas acciones cataliticas cambian las confor- 
maciones, y por tanto las actividades de las proteinas que modifican. En 

el ejemplo mostrado aqui, la cinasa de proteina 2 se activa por accion de la 
cinasa de proteina 1. Una vez activada, la enzima 2 fosforila a una tercera 
enzima 3, lo que activa la misma. Despues, la cinasa de proteina 3 fosforila 
a un factor de transcripcion, lo que aumenta su afinidad por un sitio en el 
DNA. La union de un factor de transcripcion con el DNA afecta la trans¬ 
cripcion del gen en cuestion. Cada uno de estos pasos de activation de la via 
se revierte con una fosfatasa. 


vienen en procesos celulares basicos (paso 9). De acuerdo con el 
tipo de celula y de mensaje, la respuesta iniciada por la proteina 
bianco puede precipitar un cambio en la expresion genica, una 
alteration en la actividad de las enzimas metabolicas, una nueva 
configuration del citoesqueleto, un aumento o descenso de la 
movilidad celular, un cambio de la permeabilidad ionica, activa¬ 
tion de la sintesis del DNA (acido desoxirribonucleico) e inclu- 
so la muerte de la celula. Virtualmente todas las actividades que 
realiza la celula estan reguladas por senales que se originan en la 
superficie celular. Este proceso general, en el que la information 
propagada por moleculas mensajeras extracelulares se traduce 
en cambios que ocurren dentro de una celula, se conoce como 
transduccion de senal. 

Por ultimo, la senalizacion debe terminarse. Esto es impor- 
tante porque las celulas deben responder a nuevos mensajes. El 
primer paso consiste en eliminar la molecula mensajera extrace¬ 
lular. Para hacerlo, ciertas celulas producen enzimas extracelula¬ 
res que destruyen mensajeros extracelulares especificos. En otros 
casos, los receptores activados se interiorizan (pag. 638). Una vez 
dentro de la celula, el receptor puede degradarse junto con su 
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ligando, lo cual atenua la sensibilidad de la celula a los estimulos 
posteriores. Una alternativa es que el receptor y el ligando se 
separen dentro de un endosoma, despues de lo cual el ligando 
se degrada y el receptor regresa a la superficie celular. 


REVISION 


1. ^Que significa el termino “transduccion de senal”?, 
^cuales son algunos de los pasos por los cuales puede 
ocurrir la transduccion de la serial? 

2. ^Que es un segundo mensajero?, ^por que supone que 
se llame asl? 


15.2 ESTIJDIQ DE LOS MENSAJEROS _ 

EXTRACELULARES Y SIJS RECEPTORES 

Existen muchas moleculas que pueden funcionar como 
portadoras extracelulares de informacion. Entre ellas se inclu- 
yen: 

• Aminoacidos y derivados de aminoacidos. Los ejemplos 
incluyen glutamato, glicina, acetilcolina, adrenalina, dopami- 
na y hormona tiroidea. Estas moleculas actuan como neuro- 
transmisores y hormonas. 

• Gases, como NO y CO. 

• Los esteroides, que se derivan del colesterol. Las hormonas 
esteroideas regulan la diferenciacion sexual, el embarazo, el 
metabolismo de los carbohidratos y la excrecion de iones 
sodio y potasio. 

• Eicosanoides, son moleculas no polares que contienen 20 
carbonos derivados de un acido graso llamado acido araqui- 
donico. Los eicosanoides regulan diversos procesos, como el 
dolor, la inflamacion, la presion sanguinea y la coagulacion de 
la sangre. Existen varios farmacos que estan disponibles sin 
prescription y son empleados para tratar cefaleas e inflama¬ 
cion estos inbiben la sintesis de los eicosanoides. 

• Una gran variedad de polipeptidos y proteinas. Algunos de 
estos se encuentran como proteinas transmembranosas en 
la superficie de una celula que interactua (pag. 259). Otros 
son parte de la matriz extracelular o se relacionan con ella. 
Por ultimo, una gran cantidad de proteinas se excreta hacia 
el ambiente extracelular, donde participa en la regulation de 
procesos como la division celular, la diferenciacion, la reac¬ 
tion inmunitaria o la muerte y supervivencia de las celulas. 

Aunque no siempre, la mayoria de las veces las moleculas de 
senalizacion extracelular se reconoce por receptores especificos 
que se hallan en la superficie de la celula que responde. Como se 
ilustra en la figura 15-2, los receptores se unen con gran afinidad 
con sus moleculas de senalizacion y traducen esta interaction en 
la superficie externa de la celula en cambios que ocurren dentro 
de ella. A continuation se describen los receptores que evolucio- 
naron para mediar la transduction de las senales. 


• Los receptores unidos con proteina G (GPCR) son una 
enorme familia de receptores que contienen siete helices alfa 
transmembranosas. Estos traducen la union de moleculas 
extracelulares de senalizacion en la activation de proteinas de 
union con GTP (trifosfato de guanosina). Las proteinas 
de union con GTP (o proteinas G) se describen en relation 
con el desprendimiento y fusion de vesiculas en el capitulo 8, 
la dinamica de los microtubulos en el capitulo 9, la sintesis 
de proteina en los capitulos 8 y 11, y el transporte entre el 
nucleo y el citoplasma en el capitulo 12. En este capitulo se 
explora su funcion en la transmision de mensajes a lo largo 
de “circuitos de information celular”. 

• Las proteintirosincinasas receptoras (RTK) representan una 
segunda clase de receptores que evolucionaron para traducir 
la presencia de moleculas mensajeras extracelulares en cam¬ 
bios dentro de la celula. La union de un ligando extracelular 
especifico con una RTK casi siempre resulta en la dimeriza¬ 
tion del receptor, seguida de la activation del dominio cina- 
sa de proteina del receptor, el cual se vincula con su region 
citoplasmica. Cuando se activan, estas enzimas fosforilan 
sustratos proteicos citoplasmicos, lo que altera su actividad, 
localization o capacidad para interactuar con otras proteinas 
dentro de la celula. La mayoria de las cinasas de proteina 
transfieren grupos fosfato a residuos de serina o treonina de 
sus sustratos proteicos, pero como su nombre lo sugiere, las 
RTK fosforilan residuos de tirosina. 

• Los canales activados por un ligando representan la tercera 
clase de receptores en la superficie celular que se unen con 
ligandos extracelulares. La union con el ligando regula de 
manera directa la capacidad de estas proteinas para conducir 
un flujo de iones a traves de la membrana plasmatica. Un flu- 
jo ionico a traves de la membrana puede precipitar un cam- 
bio temporal en el potential de membrana, lo cual afecta la 
actividad de otras proteinas de membrana, por ejemplo, los 
canales activados por voltaje. Esta secuencia de fenomenos es 
la base para la formation de un impulso nervioso (pag. 165). 
Ademas, la entrada de ciertos iones, como Ca 2+ , puede cam- 
biar la actividad de enzimas citoplasmicas particulares. Como 
se explica en la section 4.8, los canales activados por un ligan¬ 
do funcionan como receptores para los neurotransmisores. 

• Los receptores para hormonas esteroideas funcionan como 
factores de transcription regulados por un ligando. Las 
hormonas esteroideas se difunden a traves de la membrana 
plasmatica y se unen con sus receptores, los cuales estan en 
el citoplasma. La union con la hormona induce un cambio 
en la conformation, esto provoca que el complejo hormona- 
receptor se mueva hacia el nucleo y se una con elementos 
presentes en los promotores o intensificadores de los genes 
de respuesta hormonal (vease fig. 12-44). Esta interaction da 
origen a un aumento o descenso del ritmo de transcription 
de los genes. 

• Por ultimo, hay varios tipos de receptores que actuan por 
mecanismos unicos. Algunos de estos receptores, como los 
receptores de las celulas B yT que participan en la reaction a 
los antigenos extranos, se relacionan con moleculas de sena¬ 
lizacion conocidas como cinasas citoplasmicas de proteina- 
tirosina. Para otros aun se desconoce el mecanismo para la 
transduction de la senal. 
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15.5 RECEPTORES UNIDOS CON PROTEINA G 
Y SUS SEGUNDOS MENSAIERQS 

Los receptores unidos con proteina G (GPCR) se 11a- 

man asi porque interactuan con las proteinas G, como se explica 
mas adelante. Los miembros de la familia de GPCR tambien 
se conocen como receptores transmembranosos siete (7TM) 
porque contienen siete helices transmembranosas (fig. 15-4). 
Se han identificado miles de distintos GPCR en organismos, 
desde las levaduras hasta las plantas fanerogamas y mamiferos, 
y en conjunto regulan un espectro extraordinario de procesos 
celulares. De hecho, los GPCR constituyen la superfamilia indi¬ 
vidual mas grande de proteinas codificadas por genomas anima- 
les. Entre los ligandos naturales que se unen con GPCR figura 
un grupo diverso de hormonas, neurotransmisores, derivados del 
opio, quimioatrayentes (moleculas que atraen celulas fagociticas 
del sistema inmunitario), odorantes y saborizantes (moleculas 
detectadas por los receptores olfatorios y gustativos que inducen 


Ligando 



FIGURA 15-4 La maquinaria unida a la membrana para la transduccion de 
senates mediante un receptor con siete helices transmembranosas y una 
proteina G heterotrimerica. a) Los receptores de este tipo, incluidos los 
que se unen con la adrenalina y el glucagon, contienen siete helices que cru- 
zan la membrana. Cuando se unen con su ligando, el receptor interactua con 
una proteina G trimerica, la cual activa un efector, como la adenililciclasa. 
Como se indica en la figura, las subunidades alfa y gamma de la proteina G 
estan unidas con la membrana mediante grupos de lipidos que se incrustan 
en la bicapa lipidica. (Nota: muchos GPCR pueden activarse como comple- 


los sentidos del olfato y el gusto) y fotones. El cuadro 15-1 pre- 
senta una lista de algunos de los iigandos que operan mediante 
esta via y los efectores a traves de los cuales actuan. 

Transduccion de la serial por receptores 
unidos con proteina G 

Receptores Por lo general, los receptores unidos con protei¬ 
na G tienen la siguiente topologia. Su terminacion amino se 
encuentra fuera de la celula, las siete helices alfa que atraviesan la 



jos de dos o mas moleculas receptoras.) b ) Modelo que muestra la orienta- 
cion propuesta de un GPCR (rodopsina) y una proteina G heterotrimerica 
(transducina) respecto de la membrana. Las tres subunidades de la proteina 
G tienen codigos de color. El GTP unido se muestra en rojo. La porcion del 
extremo C de la rodopsina (despues de S316) no se muestra. ( B , tomada de 
Heidi E. Hamm, Proc Nat’l Acad Sci USA 98:4819,2001.) 


Cuadro 15-1 

EjempLos de procesos fisiologicos mediados por GPCR y proteinas G heterotrimericas 

Estimulo 

Receptor 

Efector 

Respuesta fisiologica 

Adrenalina 

Receptor adrenergico beta 

Adenililciclasa 

Degradacion de glucogeno 

Serotonina 

Receptor para serotonina 

Adenililciclasa 

Sensibilizacion conductual y aprendizaje en Aplysia 

Luz 

Rodopsina 

Fosfodiesterasa cGMP 

Excitacion visual 

Complejo-antigeno IgE Receptor de mastocito para IgE 

Fosfolipasa C 

Secrecion 

Peptido f-Met 

Receptor quimiotactico 

Fosfolipasa C 

Quimiotaxis 

Acetilcolina 

Receptor muscarinico 

Canal del potasio 

Disminucion de la velocidad del marcapasos 


Adaptado de L. Stryer y H. R. Bourne, reproducido con autorizacion d t Annual Review of Cell Biology, vol. 2, © 1986, Annual Reviews Inc. 
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membrana plasmatica se conectan con asas de longitud variable 
y la termination carboxilo se halla en el interior de la celula (fig. 
15-4). Hay tres asas presentes en el exterior de la celula y juntas 
forman el sitio para la union con el ligando. Tambien existen 
tres asas en el lado citoplasmico de la membrana plasmatica que 
proporcionan sitios de union para las proteinas G intracelula- 
res de senalizacion. Las proteinas G se unen con la tercera asa 
intracelular. Las arrestinas, cuya funcion se describe en la pagina 
622, tambien se unen con la tercera asa intracelular y compiten 
con las proteinas G para unirse con el receptor. Por ultimo, hay 
una cantidad cada vez mayor de proteinas que se unen con la 
termination carboxilo de los GPCR. Muchas de estas proteinas 
actuan como andamiajes moleculares que vinculan receptores 
de varias proteinas de senalizacion y efectores presentes en la 
celula. 

No hay mucha information estructural que ayude a com- 
prender como es que el cambio conformational causado por 
la union de una hormona o un neurotransmisor a un GPCR 
se transfiere a traves de la membrana plasmatica. El modelo 
alosterico sostiene que los GPCR pueden existir en una con¬ 
formation activa y una inactiva. Esta ultima es estabilizada por 
interacciones no covalentes entre las helices a transmembrana. 
La union a un ligando perturba estas interacciones, lo cual hace 
que el receptor asuma una conformation activa. Esto requiere de 
rotaciones y corrimientos de las helices a transmembrana unas 
respecto de otras. Dado que estan unidas a las asas citoplasmicas, 
la rotation o el desplazamiento de estas helices a transmem¬ 
brana unas respecto a otras causan cambios en la conformation 
de las asas citoplasmicas. Esto a su vez ocasiona un aumento en 
la afinidad del receptor por una proteina G que esta presente 
en la superficie citoplasmica de la membrana plasmatica (fig. 
\5-Ab). Como consecuencia, el receptor unido con el ligando 
forma un complejo receptor-proteina G (fig. 15-5, paso 1). La 
interaction con el receptor induce un cambio en la conforma¬ 
tion de la subunidad alfa de una proteina G, con lo que se libera 
GDP (difosfato de guanosina) y luego se une una molecula de 
GTP (paso 2). Mientras permanece en estado activo, un solo 
receptor puede activar varias moleculas de proteina G, lo que 
representa un medio para la amplification de la serial (se descri¬ 
be mejor en la pag. 631). 


FIGURA 15-5 El mecanismo de activation (o inhibition) mediada por 
receptor de los efectores mediante las proteinas G heterotrimericas. En 

el paso 1, el ligando se une con el receptor, lo que altera su conformation 
y aumenta su afinidad por la proteina G con la que se une. En el paso 2, 
la subunidad G a libera su GDP, que se sustituye con GTP. En el paso 3, la 
subunidad G a se separa del complejo Gp^ y se une con un efector (en este 
caso, adenililciclasa), lo que activa al efector. El dimero G Py tambien puede 
unirse con un efector (no se muestra), como un canal ionico o una enzima. 
En el paso 4, la adenililciclasa activada produce cAMP. En el paso 5, la acti- 
vidad de la GTPasa de G a hidroliza al GTP unido, lo que desactiva G a . En 
el paso 6, G a se relaciona de nueva cuenta con Gp^, con lo que se reintegra 
la proteina G trimerica y el efector suspende su actividad. En el paso 7, el 
receptor ya se fosforilo por action de una GRK y en el paso 8 el receptor fos- 
forilado se unio con una molecula de arrestina, lo cual inhibe al receptor 
unido con ligando para que no active mas proteinas G. Es probable que el 
receptor unido con la arrestina se capte por endocitosis. 
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Protemas G Las protemas G heterotrimericas fueron descu- 
biertas, purificadas y caracterizadas por Martin Rodbell y sus 
colegas en los National Institutes of Health y Alfred Gilman y 
sus colegas en la University of Virginia. Sus estudios se descri- 
ben en la seccion Vias experimentales, que pueden encontrarse 
en Internet en www.wiley.com/college/karp. Estas protemas se 
conocen como protemas G porque se unen con nucleotidos de 
guanina, sea GDP o GTP, como se analiza en la pagina 639. 
Se describen como heterotrimericas porque todas ellas poseen 
tres subunidades polipeptidicas diferentes, llamadas alfa, beta y 
gamma (fig. 15-4). Esta propiedad las distingue de las pequenas 
protemas monomericas G, como Ras, que se tratan mas adelante 
en este capitulo. Las protemas G heterotrimericas se mantie- 
nen en la membrana plasmatica mediante cadenas de lipidos 
que se unen en forma covalente con las subunidades alfa y gam¬ 
ma (fig. 15-4«). 

El sitio para la union con un nucleotido de guanina se 
encuentra en la subunidad G a . La sustitucion de GDP por 
GTP despues de la interaction con un GPCR activado cau¬ 
sa un cambio en la conformation en la subunidad G a . En su 
conformation unida con GTP, la subunidad G a presenta una 
baja afinidad por Gp y , por lo que se disocia del complejo. Cada 
subunidad G a separada (unida con GTP) esta fibre para activar 
a una proteina efectora, como la adenililciclasa (fig. 15-5, paso 
3). En este caso, la activation del efector conduce a la produc¬ 
tion del segundo mensajero AMP (monofosfato de adenosina) 
ciclico (paso 4). Otros efectores incluyen fosfolipasa C-beta y 
fosfodiesterasa de GMP ciclico (vease mas adelante). A su vez, 
los segundos mensajeros activan una o mas protemas celulares 
de senalizacion. 

Se dice que una proteina G esta “encendida” o activada 
cuando su subunidad a esta unida a GTP. Las subunidades G a 
pueden desactivarse a si mismas por hidrolisis de GTP a GDP y 
fosfato inorganico (Pi) (fig. 15-5, paso 5). Esto da por resultado 
un cambio conformational que causa un decremento en la afini¬ 
dad por el efector y un aumento en la afinidad por la subunidad 
y. Asi, despues de la hidrolisis del GTP, la subunidad G a se diso- 
cia del efector y vuelve a unirse a la subunidad (3y para volver a 
formar la proteina G heterotrimerica inactiva (paso 6). En cierto 
sentido, las protemas G heterotrimericas funcionan como tem- 
porizadores moleculares. Se encienden mediante la interaction 
con un receptor activado y se apagan con la hidrolisis del GTP 
unido despues de cierto tiempo. Mientras permanecen activas, 
las subunidades G„ pueden encender a los efectores corriente 
abajo. 

Las protemas G heterotrimericas poseen cuatro formas, G s , 
G q , G ; y G 12/13 . Esta Gasification se basa en las subunidades G a 
y los efectores con las que se unen. Los miembros de la fami- 
lia G s se unen con receptores para la adenililciclasa. Como ya 
se explico, la adenililciclasa se activa con las subunidades G a 
unidas con GTP. Los miembros de la familia Gq contienen 
subunidades G a que activan PLC[3. Este ultimo hidroliza al 
difosfato de fosfatidilinositol, con lo que se obtiene trifosfato de 
inositol y diacilglicerol (pag. 627). Las subunidades G ; activadas 
funcionan por inhibition de la adenililciclasa. Los miembros de 
Gj 2 / 13 no estan tan bien caracterizados como las otras familias 
de protemas G, aunque su activation inapropiada se ha vincula- 
do con proliferation celular excesiva y transformation maligna. 
Despues de su separation de la subunidad G , el complejo (3y 
tambien tiene una funcion de serial y puede unirse por lo menos 


con cuatro tipos de efectores diferentes: PLC[3, canales ionicos 
para K + , adenililciclasa y cinasa PI-3. 

Termination de la respuesta Ya se mostro que la union con 
ligandos conduce a la activation del receptor. Los receptores 
activados encienden las protemas G y estas a su vez a los efec¬ 
tores. Para prevenir la estimulacion excesiva, es necesario que 
se bloqueen los receptores para que no continuen la activation 
de las protemas G. Para recuperar la sensibilidad a estimulos 
futures, el receptor, la proteina G y el efector deben regresar a su 
estado inactivo. La desensibilizacion, proceso que bloquea a los 
receptores activos para que suspendan la activation adicional de 
las protemas G, ocurre en dos pasos. En el primero, el dominio 
citoplasmico del GPCR activado se fosforila por action de un 
tipo especifico de cinasa, la cinasa del receptor unido a proteina G 
( GRR 0 (fig. 15-5, paso 7). Las GRK forman una pequena fami- 
lia de cinasas de proteina de serina-treonina. Los cambios en 
la conformation que hacen posible que los GPCR activen las 
protemas G tambien los convierten en buenos sustratos para 
las GRK. Como resultado, las GRK reconocen especificamente 
a los GPCR activados. 

La fosforilacion del GPCR establece las bases para el 
segundo paso, que es la union de protemas llamadas arrestinas 
(fig. 15-5, paso 8). Las arrestinas constituyen un pequeno gru- 
po de protemas que se unen con los GPCR y compiten por la 
union con las protemas G heterotrimericas. Como consecuen- 
cia, la union de la arrestina previene la activation adicional de 
mas protemas G. Esta action se conoce como desensibiliza- 
cion porque la celula deja de responder al estimulo, mientras 
que ese estimulo aun actua en la superficie externa de la celula. 
La desensibilizacion es uno de los mecanismos que permite a 
una celula responder a un cambio en su ambiente en lugar de 
continuar su “disparo” de modo indefinido en presencia de un 
ambiente inmutable. La importancia de la desensibilizacion se 
ilustra por la observation de que las mutaciones que interfieren 
con la fosforilacion de la rodopsina por una GRK conducen a la 
muerte de las celulas fotorreceptoras en la retina. Se cree que 
este tipo de muerte celular en la retina es una de las causas de la 
ceguera secundaria a la retinitis pigmentosa. 

Mientras permanecen unidas con los GPCR fosforilados, 
las moleculas de arrestina tambien son capaces de unirse con las 
moleculas de clatrina situadas en los fosos cubiertos con clatri- 
na (pag. 311). La interaction entre la arrestina unida y la clatrina 
promueve la captation de GPCR fosforilados hacia el interior 
de la celula mediante endocitosis. Segun las circunstancias, los 
receptores que se retiraron de la superficie por endocitosis pue¬ 
den desfosforilarse y regresar a la membrana plasmatica. Una 
alternativa es que los receptores interiorizados se degraden en 
los lisosomas (vease fig. 8-42). Si los receptores se degradan, 
las celulas pierden la sensibilidad para el ligando en cuestion, al 
menos por cierto tiempo. Si los receptores se regresan a la super- 
ficie celular, las celulas conservan la sensibilidad al ligando. 

La senalizacion por la subunidad G a activada se termina 
por un mecanismo menos complejo: la molecula de GTP unida 
tan solo se hidroliza a GDP (paso 5, fig. 15-5). Por consiguiente, 
la fuerza y duration de la serial dependen en parte de la veloci- 
dad de hidrolisis del GTP por la subunidad G a . Las subunida¬ 
des G a tienen una debil actividad de GTPasa, lo cual les permite 
hidrolizar lentamente el GTP unido y desactivarse a si mismas. 
La termination de la reaction se acelera por los reguladores de la 
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serialization de proteina G ( RGS ). La interaction con una protei- 
na RGS aumenta la velocidad de hidrolisis de la GTPasa por la 
subunidad G . Una vez que se hidroliza la GTP, la G a -GDP se 
vincula de nueva cuenta con las subunidades Gp y para reformar 
el complejo trimerico inactivo (paso 6) como se expuso antes. 
Esto devuelve el sistema a su estado de reposo. 

El mecanismo para transmitir senales a traves de la mem- 
brana plasmatica mediante las proteinas G tiene un origen 
evolutivo ancestral y esta muy bien conservado. Esto lo ilustra 
un experimento en el que celulas de levadura se modificaron 


mediante ingenieria genetica, para expresar un receptor para la 
hormona humana somatostatina. Cuando estas celulas de leva¬ 
dura se trataron con somatostatina, los receptores de mamiferos 
en la superficie celular interactuaron con las proteinas G hetero- 
trimericas de levaduras en la superficie interna de la membrana 
y desencadenaron una respuesta que condujo a la proliferation 
de las celulas de levadura. 

Los efectos de ciertas mutaciones en la funcion de los recep¬ 
tores unidos con proteina G se explican en la section Perspectiva 
humana. 



Trastornos relacionados con los receptores unidos con proteina G 


El genoma humano puede codificar hasta 2 000 GPCR distintos. Su 
importancia en la biologia humana se refleja por el hecho de que mas 
de un tercio de todos los farmacos que requieren prescription medica 
actua como ligando para esta enorme superfamilia de receptores. El 
origen de varios trastornos hereditarios se rastreo hasta defectos en 
los GPCR (fig. 1) y las proteinas G heterotrimericas (cuadro 1). La 
retinitis pigmentosa (RP) es una enfermedad hereditaria caracterizada 
por degeneration progresiva de la retina, hasta llegar a ceguera. Esta 
anomalia puede deberse a mutaciones en el gen que codifica la rodop- 
sina, el pigmento visual de los bastones. Muchas de estas mutaciones 
conducen a termination prematura o plegamiento inadecuado de la 



COOH 


FIGURA 1 Representation bidimensional de un receptor transmembrano- 
so “compuesto” que muestra los sitios aproximados de varias mutatio- 
nes causantes de enfermedades humanas. La mayoria de las mutaciones 
(nums. 1, 2, 5, 6, 7 y 8) produce estimulacion constitutiva del efector, pero 
otras (3 y 4) bloquean la capacidad del receptor para estimular al efector. 
Las mutaciones en los sitios 1 y 2 se encuentran en el receptor para la MSH 
(hormona estimulante de los melanocitos); la 3 en el receptor para ACTH 
(hormona adrenocorticotropica); la 4 en el receptor para vasopresina; 5 y 
6 en el receptor para TSH (hormona estimulante de la tiroides); 7 en el 
receptor para LH (hormona luteinizante), y 8 en la rodopsina, el pigmento 
fotosensible de la retina. 


Cuadro 1 


Enfermedades humanas vinculadas 
con la via de la proteina G 


Enfermedad 


Proteina G defectuosa* 


Osteodistrofia hereditaria de Albright G j0( 

y seudohipoparatiroidismos 

Sindrome de McCune-Albright G j0( 

Tumores hipofisarios y tiroideos G ja 

(oncogen gsp ) 

Tumores suprarrenocorticales ovaricos G ; 

(oncogen gip) 

Pubertad precoz combinada y G J(J 

seudohipoparatiroidismo 


Receptor defectuoso 
Enfermedad unido con proteina G 


Hipercalciemia 
hipocalciurica familiar 
Hiperparatiroidismo 
neonatal grave 

Hipertiroidismo 
(adenomas tiroideos) 
Pubertad masculina 
precoz familiar 
Diabetes insipida 
nefrogena cruzada 
Retinitis pigmentosa 
Daltonismo, variaciones de 
la sensibilidad al espectro 
Deficiencia familiar de 
glucocorticoides y deficiencia 
adrenocorticotropica 


Receptor BoPCARl 
analogo del humano 

Receptor BoPCARl 
analogo del humano 
(homocigoto) 

Receptor para tirotropina 

Receptor para hormona 
luteinizante 

Receptor V2 para vasopresina 

Receptor rodopsina 

Receptor de opsina de conos 

Receptor para hormona aislada 
de glucocorticoides (ACTH) 


*Como se describe en el texto, una proteina G con una actua para estimular al 
efector, mientras que una proteina G con una G I(X lo inhibe. 

Fuente: D. E. Clapham, reimpreso con autorizacion de Nature , vol. 371, pag. 109, 
1994. © 1994, Macmillan Magazines Ltd. 
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proteina rodopsina y su elimination de la celula antes de llegar a la mem- 
brana plasmatica (pag. 292). Otras mutaciones dan lugar a la sintesis de 
una molecula de rodopsina que no puede activar su proteina G y, por lo 
tanto, no puede transmitir la serial corriente abajo hacia el efector. 

La retinitis pigmentosa es consecutiva a una mutation que causa 
perdida de la funcion del receptor codificado. Muchas mutaciones que 
alteran la estructura de las proteinas de serialization pueden tener el 
efecto contrario, que produce lo que se conoce como “ganancia de fun¬ 
cion”. En uno de estos casos se identificaron mutaciones que provocan 
un tipo de tumor tiroideo benigno llamado adenoma. A diferencia de 
las celulas tiroideas normales que secretan hormona tiroidea solo como 
reaction a la estimulacion de la hormona hipofisaria TSH, las celulas 
de estos adenomas tiroideos secretan grandes cantidades de hormona 
tiroidea sin necesitar el estimulo de la TSH (se dice que el receptor 
actua en forma constitutive!). El receptor para TSH de estas celulas tiene 
una sustitucion de aminoacido que afecta la estructura de la tercera 
asa intracelular de la proteina (fig. 1, mutaciones en sitio 5 o 6). Como 
resultado de la mutation, el receptor para TSH activa de manera cons- 
titutiva una proteina G en su superficie interna, lo que emite una serial 
continua por la via que ocasiona no solo la secretion excesiva de hor¬ 
mona tiroidea, sino la proliferation celular exagerada que representa 
el tumor. Esta conclusion se comprobo con la introduction de un gen 
mutante en celulas cultivadas, que en condiciones normales carecen 
de este receptor, y la demostracion de que la sintesis de la proteina 
mutante y su incorporation en la membrana plasmatica propiciaron la 
production constante de AMP ciclico en las celulas modificadas por 
ingenieria genetica. 

La mutation que causan los adenomas tiroideos no se encuentra 
en la portion normal de la tiroides del paciente, sino solo en el tejido 
tumoral, lo que indica que la mutation no se heredo sino que surgio en 
una de las celulas de la tiroides que luego prolifero hasta dar lugar al 
tumor. Una mutation en una celula del cuerpo, como una celula tiroidea, 
se llama mutation somdtica , para distinguirla de una mutation heredada 
que estaria en todas las celulas del individuo. Como resulta evidente en 
el capitulo siguiente, las mutaciones somaticas son un factor etiologico 
principal del cancer en los seres humanos. Ya se demostro que por lo 
menos, un virus causante de cancer codifica una proteina que actua 
como un GPCR con actividad constitutiva. El agente es un tipo de 
virus del herpes que provoca sarcoma de Kaposi, en el que se reconocen 
lesiones cutaneas purpureas, algo frecuente en los pacientes con sindro- 
me de inmunodeficiencia adquirida. El genoma del virus codifica un 
receptor con actividad constitutiva para la interleucina 8, que estimula 
las vias de serialization que controlan la proliferation celular. 

Como se muestra en el cuadro 1, las mutaciones en los genes que 
codifican a las subunidades de las proteinas G heterotrimericas tam- 
bien pueden ocasionar trastornos hereditarios. Esto lo ilustra un infor¬ 


me sobre dos pacientes masculinos que sufren una rara combination 
de trastornos endocrinos: pubertad precoz e hipoparatiroidismo. Se 
encontro que ambos pacientes tenian sustitucion de un solo aminoaci¬ 
do en una de las isoformas de G a . La alteration de la secuencia de ami- 
noacidos tuvo dos efectos en la proteina G mutante. Con temperaturas 
inferiores a la corporal normal, la proteina G mutante se mantenia en 
estado activo, incluso en ausencia de un ligando unido. En cambio, 
con temperatura corporal normal, la proteina G mutante se mantenia 
inactiva, sea en presencia o ausencia del ligando. Los testiculos, que se 
hallan lejos del centra del cuerpo, tienen temperatura menor que las 
visceras (33 contra 37°C). En condiciones normales, las celulas endo- 
crinas de los testiculos comienzan la production de testosterona en la 
pubertad como respuesta a la hormona hipofisaria LH, que empieza 
a producirse en esa etapa. La LH circulante se une con los receptores 
especificos para ella en la superficie de las celulas testiculares, lo que 
induce la sintesis de cAMP y la production posterior de la hormona 
sexual masculina. Las celulas testiculares de los individuos con la muta¬ 
tion en la proteina G se estimularon para sintetizar cAMP en ausencia 
del ligando LH, lo que suscito la sintesis prematura de testosterona y 
la pubertad precoz. En cambio, la mutation en esa misma subunidad 
de G a en las celulas de las glandulas paratiroideas, que funcionan a una 
temperatura de 37°C, hizo que la proteina G permaneciera inactiva. 
En consecuencia, las celulas de las glandulas paratiroides no pueden 
responder a los estimulos que las inducirian a producir hormona para- 
tiroidea en condiciones normales, lo que origina el hipoparatiroidismo. 
El hecho de que la mayoria de los organos del cuerpo funcionaran de 
manera normal en estos sujetos indica que esta isoforma particular 
de G a no es esencial en las actividades de la mayoria de las demas 
celulas. 

Las mutaciones se consideran cambios raros y discapacitantes en 
la secuencia de nucleotidos de un gen. Por el contrario, los polimorfis- 
mos geneticos son variaciones frecuentes y “normales” en la poblacion 
(pag. 418). Aun asi, en los ultimos anos resulto claro que el polimorfis- 
mo genetico puede tener un efecto considerable en las enfermedades 
humanas, al tornar a ciertos individuos mas o menos susceptibles a 
determinados trastornos respecto de otros. Esto ya se documento en 
el caso de los GPCR. Por ejemplo, ciertos alelos del gen que codifica 
al receptor adrenergico (3, se relacionan con una mayor probabilidad 
de sufrir asma o elevation de la presion sanguinea; ciertos alelos de un 
receptor para dopamina se relacionan con un mayor riesgo de abuso 
de sustancias o esquizofrenia, y algunos alelos de un gen ( CCR5 ) se 
acompanan de una mayor supervivencia en las personas infectadas con 
el virus de inmunodeficiencia humana (V1H). Como se explica en la 
pagina 420, la identification de las relaciones entre la susceptibilidad a 
la enfermedad y los polimorfismos geneticos es un tema de la investi¬ 
gation clinica actual. 


Toxinas bacterianas Como las proteinas G son tan impor- 
tantes para la fisiologia normal de los organismos multicelulares, 
representan blancos excelentes para los patogenos bacterianos. 
Por ejemplo, la toxina del colera (producida por la bacteria 
Vibrio cholerae) ejerce su efecto mediante la modification de las 
subunidades G a e inhibition de su actividad de GTPasa en 
las celulas del epitelio intestinal. Como resultado, las moleculas 
de adenililciclasa permanecen en el modo activado, lo que agita 
al cAMP, que hace que las celulas epiteliales secreten grandes 
cantidades de llquido hacia la luz intestinal. La perdida de agua 
consecuente con esta respuesta inapropiada conduce a menudo 
a la muerte por deshidratacion. 

La toxina de la tos ferina es uno de los diversos factores de 
virulencia producidos por Bordetella pertussis, un microorganismo 


que causa la tos ferina. Esta enfermedad es una infection debi- 
litante de las vias respiratorias que se presenta en 50 millones de 
personas en todo el mundo cada ano y causa la muerte de cerca 
de 350 000 de estos casos en ese mismo lapso. La toxina tosfe- 
rinica tambien desactiva subunidades de G a , lo que interfere 
con la via de serialization que lleva al hospedador a establecer 
una respuesta defensiva contra la infection bacteriana. 

Segundos mensajeros 

Descubrimiento del AMP ticlico, prototipo de segundo 
mensajero ^De que forma la union de una hormona con la 
membrana plasmatica cambia la actividad de las enzimas cito- 
plasmicas, como la fosforilasa de glucogeno, una enzima parti- 
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cipante en el metabolismo del glucogeno? La respuesta a esta 
pregunta se obtuvo tras los estudios que comenzaron a mediados 
del decenio de 1950 en los laboratorios de Earl Sutherland y sus 
colegas de la Case Western Reserve University, y de Edwin Krebs 
y Edmond Fischer de la Washington University. El objetivo de 
Sutherland era desarrollar un sistema in vitro para estudiar las 
reacciones fisiologicas a las hormonas. Despues de un considera¬ 
ble esfuerzo, pudo activar la fosforilasa de glucogeno en una pre¬ 
paration de celulas rotas que se habian incubado con glucagon o 
adrenalina. Esta preparation de celulas rotas pudo dividirse por 
centrifugation, en una fraction de particulas consistente sobre 
todo en membranas celulares, y una fraction de sobrenadante 
soluble. Aunque habia fosforilasa de glucogeno solo en la frac¬ 
tion sobrenadante, el material en particulas era necesario para 
obtener la respuesta hormonal. Los experimentos posteriores 
indicaron que la respuesta ocurrio por lo menos en dos pasos. 
Si la fraction de particulas de un homogeneizado de higado se 
aislaba e incubaba con la hormona, se liberaba cierta sustancia 
que, cuando se agregaba a la fraction sobrenadante, activaba las 
moleculas solubles de fosforilasa de glucogeno. Sutherland iden¬ 
tified la sustancia liberada por las membranas de la fraction de 
particulas como monofosfato de adenosina ciclico (AMP ciclico 
o cAMP). Como se explica mas adelante, el cAMP estimula la 
movilizacion de glucosa mediante la activation de una cinasa de 
proteina que agrega un grupo fosfato a un residuo especifico 
de serina del polipeptido fosforilasa de glucogeno. 

El cAMP es un segundo mensajero capaz de difundirse a 
otros sitios dentro de la celula. La sintesis de AMP ciclico sigue 
a la union del primer mensajero, una hormona u otro ligando, 
con un receptor en la superficie externa de la celula. La figura 
15-6 muestra la difusion del AMP ciclico dentro del citoplasma 
de una neurona despues de la estimulacion con una molecula 
mensajera extracelular. Mientras que el primer mensajero se une 
solo con una sola especie de receptor, el segundo mensajero esti¬ 
mula con frecuencia diversas actividades celulares. Como resul- 
tado, los segundos mensajeros permiten a las celulas establecer 


una respuesta coordinada a mayor escala despues de la estimu¬ 
lacion con un solo ligando extracelular. Existen otros segundos 
mensajeros como el Ca 2+ , fosfoinositidos, trifosfato de inositol, 
diacilglicerol, GMP ciclico y oxido nitrico. 

Segundos mensajeros derivados de fosfatidilinositol 
Hasta no hace mucho tiempo, los fosfolipidos de la membrana 
celular se consideraban solo como moleculas estructurales que 
mantenian la cohesion de las membranas y las hacian imper- 
meables a los solutos acuosos. La apreciacion de los fosfolipidos 
ha crecido con el descubrimiento de que estas moleculas cons- 
tituyen los precursores de varios segundos mensajeros. Los fos¬ 
folipidos de las membranas celulares se convierten en segundos 
mensajeros por la action de varias enzimas que se regulan como 
respuesta a las senales extracelulares. Estas enzimas incluyen 
fosfolipasas (enzimas separadoras de lipidos), fosfolipidocina- 
sas (enzimas que fosforilan lipidos) y fosfatasas de fosfolipidos 
(enzimas que desfosforilan lipidos). Las fosfolipasas son enzimas 
que hidrolizan enlaces ester especificos que conectan diferentes 
bloques de construction que forman una molecula de fosfolipi- 
do. La figura 15-7a muestra los sitios de separation dentro de 
un fosfolipido general que son el sitio de action de las princi- 
pales clases de fosfolipasas. Las cuatro clases de enzimas mos- 
tradas en la figura 15-7« se activan como respuesta a senales 
extracelulares y los productos que se obtienen funcionan como 
segundos mensajeros. Esta section se enfoca en los lipidos que 
actuan como segundos mensajeros y han sido los mejor estu- 
diados, los cuales se derivan del fosfatidilinositol y se producen 
despues de la transmision de senales de receptores unidos con 
proteina G y proteintirosincinasas receptoras. No se describe 
otro grupo de segundos mensajeros lipidicos derivados de la 
esfingomielina. 

Fosforilacion del fosfatidilinositol Cuando el neurotransmisor 
acetilcolina se une a la superficie de una celula muscular lisa 
dentro de la pared del estomago, se estimula para contraerse. 



FIGURA 15-6 Formation de cAMP en una celula viva como respuesta a 
la adicion de una molecula mensajera extracelular. Esta serie de fotogra- 
ffas muestra una celula nerviosa sensitiva de la liebre marina Aplysia. La 
concentracion de cAMP libre esta indicada por el color: el azul representa 
una concentracion baja de cAMP, el amarillo una intermedia y el rojo una 
elevada. La imagen izquierda muestra el nivel intracelular del cAMP en la 
neurona no estimulada; las siguientes tres imagenes representan los efectos 
de la estimulacion con el neurotransmisor serotonina (5-hidroxitriptamina) 
en los tiempos indicados. Notese que los niveles de cAMP caen alrede- 


dor de los 109 s a pesar de la presencia constante del neurotransmisor. (En 
este experimento, el nivel de cAMP se determino de manera indirecta con 
la microinyeccion de una cinasa de proteina dependiente de cAMP con 
marca fluorescente, con fluoresceina y rodamina en subunidades distintas. 
La transferencia de energia entre las subunidades (vease fig. 18-8) propor- 
ciona una medida de la concentracion de cAMP.) (Reimpresa con auto- 
rizacion de Brian J. Backsai, et al., Science 260:223, 1993; © 1993, 
American Association for the Advancement of Science.) 
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FIGURA 15-7 Segundos mensajeros con base de fosfolipido. a) Estructura 
de un fosfolipido generalizado (vease fig. 2-22). Los fosfolipidos estan 
sometidos al ataque de cuatro tipos de fosfolipasas que dividen la molecula 
en los sitios indicados. De estas enzimas, la description se enfoca en la PLC, 
que divide el grupo cabeza fosforilado del diacilglicerol (vease fig. 15-8). b) 
Modelo que muestra la interaccion entre una portion de una molecula de 
enzima PLC que contiene un dominio PH que se une con el anillo de ino¬ 
sitol fosforilado de un fosfoinositido. Esta interaccion sujeta a la enzima con 
la superficie interna de la membrana plasmatica y puede alterar su actividad 


enzimatica. c) Micrografia con fluorescencia de una celula que se estimulo 
para moverse hacia un quimioatrayente (una sustancia que atrae a la celula). 
Esta celula se tino con un anticuerpo que se une de manera especifica con 
el 3,4,5-trifosfato de PI (PIP 3 ), el cual se observa en el margen principal 
de la celula migratoria (flechas). La barra representa 15 pm. ( B , tomada 
de James H. Hurley y Jay A. Grobler, Curr Opin Struct Biol 7:559, 
1997; C, tomada de Paula Rickert et al., por cortesia de Henry R. 
Bourne, Trends Cell Biol 10:470,2000.) 


Cuando un antigeno extrano se une con la superficie de un mas- 
tocito, la estimula para secretar histamina, una sustancia que 
puede provocar los sintomas de un ataque de alergia. Estas dos 
respuestas, una que causa la contraction y la otra que induce 
la secretion, se activan con el mismo segundo mensajero, una 
sustancia derivada del compuesto fosfatidilinositol, un compo- 
nente menor de la mayoria de las membranas celulares (vease 
fig. 4-22). 

La primera indication de que los fosfolipidos podian par- 
ticipar en las reacciones celulares a las senales extracelulares sur- 
gio de los estudios que realizaron a principios del decenio de 
1950 Lowell y Mabel Hokin en el Montreal General Hospital 
y la McGill University. Estos investigadores se habian enfoca- 
do en el estudio de los efectos de la acetilcolina en la sinte- 
sis de RNA (acido ribonucleico) en el pancreas. Para llevar a 
cabo estos estudios incubaron rebanadas de pancreas de paloma 
con [ 32 P]orto fosfato. La finalidad era que el [ 32 P]ortofosfato se 
incorporara en los trifosfatos de nucleosidos, que se emplean 
como precursores durante la sintesis del RNA. Lo interesante 
es que encontraron que el tratamiento del tejido con acetilcolina 
conducia a la incorporation de radiactividad en la fraction de 
fosfolipidos de la celula. El analisis adicional revelo que el isoto- 
po se incorporaba sobre todo en el fosfatidilinositol (PI), que 
pronto se convertia en otros derivados fosforilados, conocidos 
en conjunto como fosfoinositidos. Esto sugirio que los lipidos 
que contienen inositol pueden fosforilarse por action de cinasas 
especificas que se activan como respuesta a moleculas mensaje- 
ras extracelulares, como la acetilcolina. Ahora ya se sabe que las 
cinasas de lipidos se activan como respuesta a una gran variedad 
de senales extracelulares. 


Varias de las reacciones del metabolismo del fosfoinositi¬ 
do se muestran en la figura 15-8. Como se indica en la par¬ 
te izquierda de esta figura, el anillo inositol, que se encuentra 
en la superficie citoplasmica de la bicapa, tiene seis atomos de 
carbono. El carbono numero 1 participa en el enlace entre el 
inositol y el diacilglicerol. Los carbonos 3,4 o 5 pueden ser fos¬ 
forilados por cinasas de fosfoinositido presentes en las celulas. 
Por ejemplo, la transferencia de un solo grupo fosfato a la posi¬ 
tion 4 del azucar inositol del PI por action de la 4-cinasa de PI 
(PI4K), genera 4-fosfato de fosfatidilinositol (PIP), que puede 
fosforilarse por action de la 5-cinasa de PIP (PIP5K) para for- 
mar 4,5-difosfato de PI (PIP 2 ; fig-15-8, pasos 1 y 2). El PIP 2 
puede fosforilarse por action de la 3-cinasa de Pi para formar 
3,4,5-trifosfato de PI (PIP,) (que se muestra en la figura 15- 
23r). La fosforilacion de PIP 2 para formar PIP 3 reviste particu¬ 
lar interes porque las enzimas PI3K implicadas en este proceso 
pueden ser controladas por una gran variedad de moleculas 
extracelulares, y la sobreactividad de PI3K se ha vinculado con 
diversos tipos de cancer del ser humano. En la pagina 644 se 
expone la formation de PIP 3 durante la respuesta a insulina. 

Todas estas especies de fosfolipido permanecen en la hoja 
citoplasmica de la membrana plasmatica. Del mismo modo que 
hay cinasas de lipidos para agregar grupos fosfato, hay fosfata- 
sas de lipidos para retirarlos. La actividad de estas cinasas y de 
las fosfatasas puede regularse de manera que los fosfoinositidos 
especificos aparezcan en regiones particulares de la membrana 
en momentos determinados despues de recibir una serial. 

Los anillos fosforilados de inositol de los fosfoinositidos 
forman sitios de union para varios dominios de union a lipido 
presentes en proteinas. El mejor conocido es el dominio PH 
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FIGURA 15-8 Generacion de segundos mensajeros como resultado de la 
degradacion inducida por ligando de los fosfoinositidos (PI) en labicapa 
lipidica. En los pasos 1 y 2 se agregan grupos fosfato mediante las cinasas 
de lfpidos al fosfatidilinositol (PI) para formar PIP 2 . Cuando el receptor 
capta un estfmulo, el receptor unido con ligando activa una proteina G hete- 
rotrimerica (paso 3) que activa a la enzima fosfolipasa C especifica para PI 
(paso 4), la cual cataliza la reaccion en la que PIP 2 se divide en diacilglice- 


rol (DAG) y 1,4,5-trifosfato de inositol (IP 3 ) (paso 5). El DAG recluta la 
cinasa de proteina PKC a la membrana y activa la enzima (paso 6). El IP 3 
se difunde hacia el citosol (paso 7), donde se une con un receptor IP 3 y un 
canal del calcio en la membrana del reticulo endoplasmico liso (paso 8). La 
union de IP 3 con su receptor produce la liberation de iones calcio hacia el 
citosol (paso 9). 


(fig. 1 5-lb), que se ha identificado en mas de 150 protemas dis- 
tintas. La union de una proteina con los segundos mensajeros 
PIP, o PIP 3 congrega la proteina en la cara citoplasmica de la 
membrana, donde puede interactuar con otras protemas unidas 
con la membrana, incluidos los activadores, inhibidores o sustra- 
tos. La figura 15-7r incluye un ejemplo en que el PIP 3 se localiza 
de manera especifica en una portion particular de la membrana 
plasmatica de una celula. Esta celula particular participa en la 
quimiotaxis,lo cual significa que se mueve hacia la concentration 
creciente de una sustancia particular en el medio que sirve como 
quimioatrayente. Este es el mecanismo que hace que las celulas 
fagociticas, como los macrofagos, se muevan hacia las bacterias 
u otros blancos a los que atrapan. La quimiotaxis depende de la 
production localizada de mensajeros fosfoinositidos que actuan 
como una brujula para informar a la celula sobre la localization 
del bianco (como se ilustra en la figura 15-7c). 

Fosfolipasa C No todos los segundos mensajeros que contie- 
nen inositol permanecen en la bicapa de lipidos de una mem¬ 
brana, como se describio antes. Cuando la acetilcolina se une 
con una celula de musculo liso, o un antigeno se une con un 
mastocito, el receptor unido activa una proteina G heterotri- 
merica (fig. 15-8, paso 3), que a su vez activa al efector fosfoli¬ 
pasa C-(3 especifica para fosfatidilinositol (PLCfl) (paso 4). Como 
la proteina mostrada en la figura 1 S-7b, la PLC|3 se situa en la 


superficie interna de la membrana (fig. 15-8), unida ahi por la 
interaction entre su dominio PH y un fosfoinositido incrustado 
en la bicapa. La PLC(3 cataliza una reaction que separa PIP 2 
en dos moleculas, 1,4,5-trifosfato de inositol {IP 3 ) y diacilglicerol 
{DAG) (paso 5, fig. 15-8), dos sustancias con papeles importan- 
tes como segundos mensajeros en la serialization celular. A con¬ 
tinuation se describe cada uno de estos segundos mensajeros. 

Diacilglicerol El diacilglicerol (fig. 15-8) es una molecula lipi¬ 
dica que permanece en la membrana plasmatica despues de su 
formation por PLC(L Ahi, recluta y activa a un efector, la cinasa 
de proteina C {PKC) (paso 6, fig. 15-8), que fosforila residuos de 
serina y treonina en una gran variedad de protemas bianco. 

La cinasa de proteina C tiene varias funciones importan- 
tes en el crecimiento y diferenciacion celulares, el metabolismo 
celular y la activation de la transcription (cuadro 15-2). La 
importancia aparente de la cinasa de proteina C en el control 
del crecimiento se demuestra en estudios con un grupo de com- 
puestos vegetales potentes, los esteres de forbol, que se parecen al 
diacilglicerol. Estos compuestos activan a la cinasa de proteina 
C en diversas celulas cultivadas, hacen que pierdan el control 
del crecimiento y se comporten como celulas malignas duran¬ 
te un tiempo. Cuando el ester de forbol se elimina del medio, 
las celulas recuperan sus propiedades de crecimiento normales. 
En cambio, las celulas que se modificaron mediante ingenieria 
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Cuadro 15-2 


Ejemplos de las reacciones que media 
la cinasa de proteina C 


Tejido 

Reaction 

Plaquetas 

Liberation de serotonina 

Mastocitos 

Liberation de histamina 

Medula suprarrenal 

Secretion de adrenalina 

Pancreas 

Secretion de insulina 

Celulas hipofisarias 

Secretion de GH y LH 

Tiroides 

Secretion de calcitonina 

Testi'culos 

Sintesis de testosterona 

Neuronas 

Liberation de dopamina 

Musculo liso 

Aumento de contractilidad 

Higado 

Hidrolisis de glucogeno 

Tejido adiposo 

Sintesis de grasa 


Fuente: U. Kikkawa y Y. Nishizuka, reproducido con autorizacion de Annual Review 
of Cell Biology, vol. 2, © 1986, Annual Reviews Inc. 


genetica para expresar de manera constitutiva la cinasa de pro- 
teina C expresan un fenotipo maligno permanente en el cultivo 
celular y pueden originar tumores en ratones susceptibles. Por 
ultimo, la aplicacion de esteres de forbol a la piel junto con otras 
sustancias induce la formation de tumores cutaneos. 

1,4,5-trifosfato de inositol ( IP 3 ) El 1,4,5-trifosfato de inositol 
(IP 3 ) es un fosfato de azucar, una pequena molecula hidrosolu- 
ble capaz de difundirse con rapidez por el interior de la celula. 
Las moleculas de IP, formadas en la membrana se difiinden 
hacia el citosol (paso 7, fig. 15-8) y se unen con un receptor 
especifico para lP 3 ubicado en la superficie del reticulo endo- 
plasmico liso (paso 8 ). En la pagina 284 se menciono que el 
reticulo endoplasmico liso es un sitio de almacenamiento de 
calcio en diversas celulas. El receptor IP, tambien funciona 
como canal tetramerico para el Ca 2+ . La union de IP, abre 
el canal y permite que los iones Ca 2+ se difundan al citoplas- 
ma (paso 9). Los iones de calcio tambien pueden considerarse 
segundos mensajeros 0 mensajeros intracelulares porque se unen 
con varias moleculas bianco, lo que activa reacciones especifi- 
cas. En los dos ejemplos antes empleados, la contraction de una 
celula de musculo liso y la exocitosis de granulos secretores con 
histamina en un mastocito se activan por los niveles elevados de 
calcio. Este tambien es el caso para la respuesta de una celula 
hepatica a la hormona vasopresina (la misma hormona que tiene 
actividad antidiuretica en el rinon, pagina 150). La vasopresina 
se une con su receptor en la superficie de la celula hepatica y 
genera una serie de pulsos de liberation de Ca 2+ mediados por 
IP, que aparecen como oscilaciones de calcio fibre en el registro 
que se muestra en la figura 15-9. La frecuencia e intensidad de 
estas oscilaciones pueden codificar la information que regula la 
reaction celular especifica. El cuadro 15-3 presenta una lista de 
algunas de las respuestas mediadas por IP,. Mas explicaciones 
de los iones Ca 2+ se encuentran en la section 15.5. 


Especificidad de las reacciones 
relacionadas con la proteina G 

Es evidente que una gran diversidad de agentes, entre ellos las 
hormonas, neurotransmisores y estimulos sensoriales, actuan 


0.4 nM de vasopresina 



FIGURA 15-9 Demostracion experimental de los cambios en la concen- 
tracion de calcio libre como reaction a la estimulacion hormonal. Una 

sola celula hepatica se inyecto con acuorina, una proteina extraida de cierta 
medusa que produce luminiscencia cuando se une con iones de calcio. La 
intensidad de la luminiscencia es proporcional a la concentracion de iones 
libres de calcio. La exposition de la celula a la vasopresina produce espigas 
controladas en la concentracion de calcio libre a intervalos periodicos. Las 
concentraciones mas altas de hormona no aumentan la altura (amplitud) de 
las espigas, sino la frecuencia. (Reimpresa con autorizacion de N. M. 
Woods, K. S. Cuthbertson y R H. Cobbold. Nature 319:601,1986; © 
1986 Macmillan Journals Limited.) 


mediante los GPCR y las proteinas G heterotrimericas para 
transmitir information a traves de la membrana plasmatica, lo 
que desencadena muchas y diversas respuestas celulares. Esto 
no significa que las diferentes partes de la maquinaria de trans¬ 
duction de senales sean identicas en todos los tipos celulares. 
El receptor para un ligando determinado puede encontrarse en 


■■ Resumen de las reacciones celulares inducidas 

con la adicion de IP 3 a celulas permeabilizadas 
o intactas 

Tipo celular 

Reaccion 

Musculo liso vascular 

Contraction 

Musculo liso gastrico 

Contraction 

Musculo esqueletico 

Contraction 

Moho deslizante 

Formation de GMP ciclico, 
polimerizacion de actina 

Plaquetas 

Cambio de forma, agregacion 

Bastones de salamandra 

Modulation de la reaction 
a la luz 

Oocitos de Xenopus 

Movilizacion de calcio, 
despolarizacion de membrana 

Huevos de erizo de mar 

Despolarizacion de membrana, 
reaction cortical 

Glandula lagrimal 

Aumento de la corriente de potasio 


Adaptado de M. J. Berridge, reproducido con autorizacion de Annual Review of 
Biochemistry,-vol. 56, © 1987, Annual Reviews Inc. 
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varias versiones distintas (isoformas). Por ejemplo, los investiga- 
dores han identificado nueve isoformas diferentes del receptor 
adrenergico que se une con la adrenalina y 15 isoformas dis¬ 
tintas del receptor para serotonina, un neurotransmisor potente 
que liberan las celulas nerviosas en algunas partes del cerebro 
y que regula las emociones. Las diversas isoformas pueden tener 
afinidad distinta por el ligando o interactuar con diferentes tipos 
de proteinas G. Las isoformas diversas de un receptor pueden 
coexistir en la misma membrana plasmatica o encontrarse en 
membranas de tipos distintos de celulas bianco. Las proteinas 
G heterotrimericas que transmiten senales del receptor al efec- 
tor tambien pueden existir en multiples isoformas, al igual que 
muchos de los efectores. Se han reconocido cuando menos 16 
subunidades diferentes de G a , cinco subunidades Gp y 11 sub- 
unidades distintas de G y , junto con nueve isoformas del efector 
adenililciclasa. Las diferentes combinaciones de las subunidades 
especificas construyen proteinas G con distintas capacidades de 
reaction con isoformas especificas de receptores y efectores. 

Como se menciona en la pagina 622, algunas proteinas G 
actuan mediante la inhibition de sus efectores. El mismo esti- 
mulo puede activar una proteina G estimulante (una con algu- 
na subunidad G as ) en una celula y una proteina G inhibidora 
(una con alguna subunidad G ai ) en otra diferente. Por ejemplo, 
cuando la adrenalina se une con un receptor adrenergico beta 
en una celula de musculo cardiaco, se activa una proteina G con 
una subunidad G as , lo cual estimula la production de cAMP, lo 
que a su vez aumenta la velocidad y fuerza de la contraction. En 
cambio, cuando la adrenalina se une con un receptor adrenergico 
alfa en una celula de musculo liso en el intestino, se activa una 
proteina G con una subunidad G ai , la cual inhibe la production 
de cAMP e induce relajacion del musculo. Por ultimo, algunos 
receptores adrenergicos activan proteinas G con subunidades 
G aq , que activan PLC(3. Esta claro que el mismo mensajero 
extracelular puede activar varias vias en distintas celulas. 

Regulacion de los niveles de glucosa sangufnea 

La glucosa pueden usarla como fuente de energia todos los tipos 
de celulas del cuerpo. La glucosa se oxida a C0 2 y H,0 por 
hidrolisis en el ciclo del acido tricarboxilico, lo que brinaa a las 
celulas el ATP que puede emplearse para impulsar las reacciones 
que requieren energia. Debido a que es un recurso tan importante, 
el cuerpo mantiene las concentraciones de glucosa en el torren- 
te sanguineo dentro de un intervalo estrecho. Como se expone 
en el capitulo 3, el exceso de glucosa se almacena en las celulas 
animates en forma de glucogeno, un polimero grande y ramifi- 
cado que consta de monomeros de glucosa unidos por enlaces 
glucosidicos. La hormona glucagon es producida por las celulas 
a del pancreas en respuesta a concentraciones bajas de glucosa 
en la sangre. El glucagon estimula la degradation del glucoge¬ 
no y libera la glucosa en el torrente sanguineo, lo cual hace que 
sus valores aumenten ahi. La hormona insulina es producida por 
las celulas [3 del pancreas en respuesta a altas concentraciones 
de glucosa y estimula la captation de esta y su almacenamiento 
como glucogeno. Por ultimo, la adrenalina, tambien llamada epi- 
nefrina y en ocasiones hormona de “pelea o huida”, se produce en 
las glandulas suprarrenales en situaciones de estres. La adrenalina 
incrementa las concentraciones sanguineas de glucosa (la gluce- 
mia) para proporcionar al organismo la energia extra necesaria 
para enfrentar la situation estresante del momento. 


La insulina actua a traves de una proteintirosincinasa recep- 
tora y su transduction de senales se expone en la pagina 641. En 
cambio, tanto el glucagon como la adrenalina actuan uniendose 
al CPCR. El glucagon es una proteina pequena formada por 
29 aminoacidos, mientras que la adrenalina es una molecula 
pequena derivada de la tirosina. En terminos de estructura, estas 
moleculas no tienen nada en comun, aunque ambas se unen al 
GPCR y estimulan la degradation del glucogeno a 1-fosfato de 
glucosa (fig. 15-10). Ademas, la union a cualquiera de estas hor- 
monas inhibe a la enzima sintetasa de glucogeno, que cataliza la 
reaction contraria en la cual se agregan unidades glucosa a las 
moleculas de glucogeno en crecimiento. Por lo tanto, dos esti- 
mulos diferentes (glucagon y adrenalina), reconocidos por recep¬ 
tores distintos, inducen la misma reaction en una misma celula 
bianco. Los dos receptores difieren sobre todo en la estructura 
del saco de union con ligando en la superficie externa de la celu¬ 
la, que es especifica para una u otra hormona. Despues de la 
activation de sus ligandos respectivos, ambos receptores activan 
el mismo tipo de proteinas G heterotrimericas que elevan los 
niveles de AMP ciclico. 


Sintasa de 



Glucosa 1-fosfato 
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Glucosa 6-fosfato 



Fructosa 6-fosfato Glucosa + Pi 

i i 

Glucolisis Sangre 

FIGURA 15-10 Reacciones que conducen al almacenamiento o moviliza- 
cion de glucosa. Las actividades de dos de las enzimas clave en estas 
reacciones, la fosforilasa de glucogeno y la sintasa de glucogeno, estan bajo 
el control de hormonas que actuan mediante vias de transduction de sena¬ 
les. La fosforilasa de glucogeno se activa como respuesta al glucagon y a la 
adrenalina, mientras que la sintasa de glucogeno se activa como reaction a 
la insulina (pag. 644). 
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FIGURA 15-11 La formacion de AMP ciclico apartirdeATP catalizado por 

accion de la adenililciclasa, proteina integral de la membrana que se forma 
con dos partes, cada una con seis helices transmembranosas (mostradas en 
dos dimensiones). El sitio activo de la enzima se localiza en la superficie 
interna de la membrana, en una hendidura situada entre dos dominios cito- 
plasmicos similares. La degradation del cAMP (no se muestra) se realiza 
mediante una fosfodiesterasa, la cual convierte al nucleotido ciclico en un 
5' monofosfato. 


Movilizacion de glucosa: ejemplo de una reaccion induci- 
da por cAMP El cAMP se sintetiza por accion de la adeni- 
lilciclasa, una proteina integral de la membrana cuyo dominio 
catalitico se encuentra en la superficie interna de la membra¬ 
na plasmatica (fig. 15-11). El cAMP induce una respuesta que 
conduce a la movilizacion de glucosa mediante una cadena de 
reacciones, como se ilustra en la figura 15-12. El primer paso en 
esta cascada de reacciones tiene lugar cuando la hormona se une 
con su receptor, lo que activa la subunidad G as , la cual promueve 
un efector de la adenililciclasa. La enzima activada cataliza la 
formacion de cAMP (pasos 1 y 2, fig. 15-12). 

Una vez formadas, las moleculas de cAMP se difunden 
en el citoplasma, donde se unen con un sitio alosterico en una 
subunidad reguladora de una cinasa de proteina dependiente de 
cAMP (cinasa de proteina A, PKA ) (paso 3, fig. 15-12). En su 
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FIGURA 15-12 Respuesta de una celula hepatica al glucagon o adre¬ 
nalina. Los pasos de la reaccion por la estimulacion hormonal que 
conducen a la movilizacion de la glucosa se describen en el texto. 
Muchos de los pasos de la cascada de reacciones se acompanan de 
una amplification drastica de la serial. Los pasos que llevan a la 
amplificacion se indican con grupos de flechas azules. 
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forma inactiva, la PKA es un heterotetramero formado por dos 
subunidades reguladoras (R) y dos catallticas (C). En condicio- 
nes normales, las subunidades reguladoras inhiben la actividad 
catalltica de la enzima. La union con cAMP hace que se separen 
las subunidades inhibidoras, con lo que se liberan las subunida¬ 
des catallticas de la PKA. Los sustratos de la PKA en una celula 
hepatica incluyen dos enzimas que tienen un papel crucial en el 
metabolismo de la glucosa, la sintetasa del glucogeno y la cinasa 
de fosforilasa (pasos 4 y 5). La fosforilacion de la sintetasa del 
glucogeno inhibe su actividad catalltica, con lo que se impide la 
conversion de glucosa en glucogeno. En cambio, la fosforilacion 
de la cinasa de fosforilasa activa la enzima para que catalice la 
transferencia de grupos fosfato a las moleculas de fosforilasa de 
glucogeno. Como descubrieron Krebs y Fischer, la adicion de un 
solo grupo fosfato a un residuo especifico de serina en el poli- 
peptido de la fosforilasa de glucogeno activa esta enzima (paso 
6 ), con lo que se estimula la degradation del glucogeno (paso 7). 
El 1-fosfato de glucosa que se forma en la reaction se convierte 
en glucosa, la cual se difunde a la corriente sanguinea y asi llega 
a los otros tejidos del cuerpo (paso 8). 

Como pudiera esperarse, debe haber un mecanismo que 
revierta los pasos explicados antes; de lo contrario, la celula per- 
maneceria en el estado activado por tiempo indefinido. Las celu- 
las hepaticas contienen fosfatasas que retiran los grupos fosfato 
agregados por las cinasas. Un miembro particular de esta familia 
de enzimas, la fosfatasa 1, puede eliminar los fosfatos de todas 
las enzimas fosforiladas de la figura 15-12: cinasa de fosforilasa, 
sintetasa del glucogeno y fosforilasa de glucogeno. La destruc¬ 
tion de las moleculas de cAMP presentes en la celula se logra 
mediante la enzima fosfodiesterasa de cAMP, la cual ayuda a 
terminar la respuesta. 

Amplification de senates La union de una sola molecula 
de hormona con la superficie celular puede activar varias molecu¬ 
las de la adenililciclasa, cada una de las cuales da origen a una 
gran cantidad de mensajeros cAMP en un periodo corto. Por 
consiguiente, la production de un segundo mensajero repre- 
senta un mecanismo para amplificar de manera considerable la 
serial emitida por el mensaje original. Muchos de los pasos de 
la cascada de reacciones ilustrada en la figura 15-12 producen la 
amplification de la serial (estos pasos se indican con las flechas 
azules). Las moleculas de cAMP activan la PKA. Cada subuni- 
dad catalltica de PKA fosforila una gran cantidad de moleculas 


de cinasa de fosforilasa, las que a su vez fosforilan a una cantidad 
aun mayor de moleculas de fosforilasa de glucogeno, que luego 
pueden catalizar la formation de una cantidad mucho mayor 
de fosfatos de glucosa. Por lo tanto, lo que comienza como un 
estimulo apenas perceptible en la superficie celular pronto se 
transforma en una movilizacion mayor de glucosa dentro de la 
celula. 

Otros aspectos de las vlas de transduction de la serial del 
cAMP Aunque la mayoria de los efectos rapidos y mejor estu- 
diados del cAMP se producen en el citoplasma, el nucleo y sus 
genes tambien intervienen en la respuesta. Una fraction de las 
moleculas de PKA activadas se traslada al nucleo, donde fosfo¬ 
rila proteinas nucleares clave (paso 9, fig. 15-12), en particular 
un factor de transcription denominado CREB (protelna de union 
con el elemento de respuesta a cAMP). La version fosforilada de 
CREB se une como dimero en puntos sobre el DNA (fig. 15-12, 
paso 10), que contiene una secuencia particular de nucleotidos 
(TGACGTCA), conocida como elemento de respuesta al cAMP 
(CRE ). Debe recordarse que en la pagina 524 se explico que los 
elementos de respuesta son sitios en el DNA en los que se unen 
factores de transcription y aumentan el ritmo de initiation de la 
transcription. Los CRE se localizan en las regiones reguladoras 
de los genes que participan en la respuesta al cAMP. Por ejem- 
plo, en las celulas hepaticas, varias de las enzimas participantes 
en la gluconeogenesis, una via en la que se forma glucosa a partir 
de intermediarios de la glucolisis (vease fig. 3-31), se codifican 
en genes que contienen los CRE cercanos. Por consiguiente, la 
adrenalina y el glucagon no solo activan las enzimas catabolicas 
participantes en la degradation del glucogeno, sino que promue- 
ven tambien la sintesis de enzimas anabolicas necesarias para 
sintetizar glucosa a partir de precursores mas pequenos. 

El cAMP se produce en muchas celulas diferentes como 
reaction a una gran diversidad de distintos ligandos (es decir, 
primeros mensajeros). El cuadro 15-4 lista varias de las res- 
puestas hormonales mediadas por cAMP en las celulas de los 
mamiferos. Las vias del AMP ciclico tambien se han referido en 
procesos que ocurren en el sistema nervioso, como el aprendiza- 
je, la memoria y la adiccion a las drogas. Por ejemplo, el consumo 
cronico de opiaceos eleva los niveles de adenililciclasa y PKA, lo 
cual puede ser causa, al menos en parte, de las reacciones fisio- 
logicas que se observan durante la abstinencia farmacologica. 
Otro nucleotido ciclico, el GMP ciclico, tambien actua como 


Cuadro 15-4 


Ejemplos de las reacciones que inducen las hormonas mediadas por AMP ciclico 


Tejido 

Hormona 

Reaction 

Higado 

Adrenalina y glucagon 

Degradation de glucogeno, sintesis de glucosa (gluconeogenesis), inhibition 
de la sintesis de glucogeno 

Musculo esqueletico 

Adrenalina 

Degradation de glucogeno, inhibition de la sintesis de glucogeno 

Musculo cardiaco 

Adrenalina 

Aumento de la contractilidad 

Tejido adiposo 

Adrenalina, ACTH y glucagon 

Catabolismo de triacilglicerol 

Rinon 

Vasopresina (ADH) 

Aumento de la permeabilidad de celulas epiteliales al agua 

Tiroides 

TSH 

Secretion de hormonas tiroideas 

Hueso 

Hormona paratiroidea 

Aumento de la resorcion de calcio 

Ovario 

LH 

Mayor secretion de hormonas esteroideas 

Corteza suprarrenal 

ACTH 

Incremento de la secretion de glucocorticoides 
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segundo mensajero en ciertas celulas, como lo ilustra la relaja- 
cion inducida en las celulas de musculo liso que se explica en la 
pagina 653. El GMP ciclico tiene asimismo un papel clave en 
la via de senalizacion de la vision. 

Como el cAMP ejerce la mayoria de sus efectos mediante 
la activation de PKA, la reaction de una celula determinada al 
cAMP casi siempre depende de las proteinas especificas que se 
fosforilan por action de esta cinasa (fig. 15-13). Aunque la acti¬ 
vation de PKA en la celula hepatica como respuesta a la adrena- 
lina conduce a la degradation del glucogeno, la activation de la 
misma enzima en una celula del tubulo renal como reaction 
a la vasopresina produce una mayor permeabilidad de la mem- 
brana al agua y en una celula tiroidea como respuesta a la TSH 
conduce a la secretion de la hormona tiroidea. Es claro que la 
PKA debe fosforilar diferentes sustratos en cada uno de estos 
tipos celulares, con lo cual vincula el incremento de las concen- 
traciones de cAMP inducido por adrenalina, vasopresina y TSH 
con diferentes respuestas fisiologicas. 

Se han descrito mas de 100 sustratos de PKA. La mayoria 
de ellos realiza funciones separadas, lo cual hace surgir la inte- 
rrogante de como es que la PKA fosforila los sustratos apro- 
piados en respuesta a un estimulo especifico en un tipo celular 


especifico. La respuesta se obtuvo en parte de la observation de 
que diferentes celulas expresan diferentes sustratos de PKA y en 
parte del descubrimiento de proteinas fijadoras de PKA o AKAP, 
que funcionan como centres de senalizacion. Las primeras 
AKAP se descubrieron como proteinas copurificadas con PKA. 
Desde entonces se han descubierto mas de 30 AKAP, algunas 
de las cuales se muestran en la figura 15-14. Como se indica en 
esta figura, las AKAP proporcionan un marco estructural para 
coordinar interacciones proteina-proteina secuestrando PKA en 
sitios especificos de la celula. En consecuencia, la PKA se acu- 
mula en estrecha proximidad con uno o mas sustratos. Cuando 
las concentraciones de cAMP aumentan y se activa la PKA, 
los sustratos necesarios estan a la mano y son los primeros en 
ser fosforilados. Asi, la selection de sustratos es en parte con¬ 
secuencia de la localization de PKA en presencia de sustratos 
especificos. Diferentes celulas expresan diferentes AKAP, de lo 
que resulta la localization de PKA cerca de diferentes sustratos 
y por tal motivo la fosforilacion de diferentes sustratos despues 
de un aumento en la concentration de cAMP. Es interesante 
observar que, a diferencia de la mayoria de las proteinas con 
funcion similar, las AKAP tienen diversas estructuras, lo cual 
sugiere que la evolution dirigio distintos tipos de proteinas a 
realizar una actividad similar en la senalizacion celular. 


Membrana plasmatica 
(transporte) 



FIGURA 15-13 Ilustracion de la variedad de procesos que pueden afectarse 
por los cambios de la concentracion de cAMP. Se cree que todos estos 
efectos estan mediados por la activation de la misma enzima, la cinasa de 
proteina A. En realidad, la misma hormona puede inducir reacciones muy 
diferentes en distintas celulas, incluso cuando se une con el mismo receptor. 
Por ejemplo, la adrenalina se une con un receptor similar beta adrenergico 
en las celulas hepaticas, celulas adiposas y en las de musculo liso del intes- 
tino, lo que induce la production de cAMP en los tres tipos celulares. Sin 
embargo, las respuestas son muy distintas: en la celula hepatica se degrada 
glucogeno, en la celula adiposa se degradan triacilgliceroles y las celulas de 
musculo liso se relajan. Se sabe que ademas de la PKA, el cAMP interactua 
con canales ionicos, fosfodiesterasas y GEF (pag. 639). 


La funcion de los GPCR 
en la percepcion sensorial 

La capacidad de los seres humanos para ver, percibir sabores y 
olores depende en buena medida de los GPCR. Antes se men- 
ciono que la rodopsina, cuya estructura se mostro en la pagi¬ 
na 616, es un GPCR. La rodopsina es la proteina sensible a 
la luz presente en los bastones de la retina, las cuales son las 
celulas fotorreceptoras que responden a la baja intensidad de 
luz y proporcionan las imagenes en bianco y negro del ambiente 
por la noche o en una habitation oscura. En los conos de la reti¬ 
na existen varios GPCR muy relacionados que suministran la 
capacidad para la vision a color cuando la luz es mas intensa. La 
absorcion de un solo foton induce un cambio en la conforma¬ 
tion en la molecula de rodopsina, la cual transmite la serial a una 
proteina G heterotrimerica (llamada transducina ), que a su vez 
activa al efector unido. En este caso, el efector es la enzima fos- 
fodiesterasa de cGMP, que hidroliza al nucleotido GMP ticli- 
co, un segundo mensajero con estructura similar al cAMP (fig. 
15-11). El cGMP tiene un cometido importante en la excitation 
visual en los bastones de la retina. En la oscuridad, las concen- 
traciones de cGMP permanecen altas y por tanto este compues- 
to es capaz de unirse a canales de sodio accionados por cGMP 
en la membrana plasmatica, lo cual mantiene dichos canales en 
una configuration abierta. La activation de fosfodiesterasa de 
cGMP da por resultado concentraciones mas bajas de cGMP, 
lo que ocasiona el cierre de los canales de sodio. Esta respuesta, 
inusual en el sentido de que es inducida por un decremento en 
la concentration de un segundo mensajero, puede hacer que se 
generen potenciales de action a lo largo del nervio optico. 

El sentido del olfato depende de los impulsos nerviosos 
transmitidos por las neuronas olfatorias desde el epitelio que 
recubre la parte superior de la cavidad nasal hasta el bulbo olfa- 
torio, que se localiza en la base del cerebro. Las puntas distales 
de estas neuronas, que se encuentran en el epitelio nasal, con- 
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FIGURA 15-14 Representation esquematica de los complejos de seriali¬ 
zation AKAP que operan en diferentes compartimientos celulares. La 

AKAP en cada uno de estos complejos proteinicos se representa por medio 
de la barra purpura. En cada caso, la AKAP forma un andamiaje que reune 
la molecula de AKAP con sustratos potenciales y otras proteinas implicadas 


en la via de serialization. Las AKAP mostradas aqui dirigen la PKA a varios 
compartimientos distintos, incluidos membrana plasmatica, mitocondria, 
citoesqueleto, centrosoma y nucleo. (Reimpresa con autorizacion de W. 
Wong and J. D. Scott, Nature Reviews Mol. Cell Biol. 5:961,2004; 
© 2004, por Macmillan Journals Limited.) 


tienen receptores odoriferos, que son GPCR capaces de unirse con 
varias sustancias que ingresan a la nariz. Los receptores olfato- 
rios de los mamiferos fueron identificados por primera vez en 
1991 por Linda Buck y Richard Axel de la Columbia University. 
Se estima que los seres humanos expresan apenas 400 receptores 
odoriferos diferentes que, en conjunto, pueden combinarse con 
una gran variedad de estructuras quimicas distintas (odoran- 
tes). 1 Cada neurona olfatoria contiene solo uno de los cientos de 
receptores odoriferos diferentes codificados en el genoma y, por 
consiguiente, solo es capaz de reaccionar a una o unas cuantas 
sustancias relacionadas. Como resultado,la activation de distin¬ 
tas neuronas que contienen diversos receptores odoriferos pro- 
porciona la percepcion de variados aromas. Las mutaciones en 
un gen especifico que codifica un receptor odorifero particular 
pueden suscitar en una persona la incapacidad de reconocer una 
sustancia particular en el ambiente, que el resto de los individuos 
si pueden percibir. Cuando los activan los ligandos unidos, se 
cree que los receptores odoriferos emiten senales a traves de las 
proteinas G heterotrimericas a la adenililciclasa, lo que condu¬ 
ce a la sintesis de cAMP y la abertura de un canal cationico 
activado por cAMP. Esta respuesta da lugar a la generation de 
potenciales de action que se transmiten al cerebro. 


1 El genoma humano contiene unos 1 000 genes que codifican receptores odoriferos, 
pero casi todos se hallan en la forma de seudogenes no funcionales (pag. 411). Los 
ratones, que dependen mas que los seres humanos de su sentido del olfato, tienen 
mas de 1 000 de estos genes en su genoma, pero 95% de ellos codifica receptores 
funcionales. 


La percepcion de sabores tiene una discrimination mucho 
menor que la percepcion de olores. Cada celula receptora gusta- 
tiva de la lengua transmite una sensation de una de solo cuatro 
cualidades basicas del sabor: salado, acido, dulce o amargo. (Un 
quinto tipo de celula receptora de sabor corresponde al glu- 
tamato monosodico o al guanilato disodico, que a menudo se 
agrega a los alimentos procesados para intensificar el sabor.) La 
percepcion de que un alimento o bebida son salados o acidos 
proviene de manera directa de los iones sodio o los protones en 
el alimento. Se propone que dichos iones ingresan a los Cana¬ 
les cationicos en la membrana plasmatica de la celula receptora 
del gusto, lo que conduce a la despolarizacion de la membra¬ 
na (pag. 165). En cambio, la percepcion de que el alimento es 
amargo o dulce depende de la interaction de un compuesto con 
un GPCR en la superficie de una celula receptora. Los seres 
humanos codifican una familia de alrededor de 25 receptores 
para sabor amargo llamados T2R, que se unen con la misma 
proteina G heterotrimerica. Como grupo, estos receptores del 
gusto se unen con un conjunto diverso de compuestos distintos, 
incluidos alcaloides vegetales o cianuros, que inducen un sabor 
amargo en la boca. En su mayor parte, las sustancias que sus- 
citan esta percepcion son compuestos toxicos que inducen una 
respuesta protectora de disgusto que hace a la persona expulsar 
la sustancia de la boca. A diferencia de las celulas olfatorias que 
contienen una sola proteina receptora, una sola papila gustati- 
va que despierta la sensation amarga contiene varios receptores 
T2R que responden a sustancias nocivas no relacionadas. Como 
resultado, se cree que muchas sustancias diversas inducen el 
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mismo sabor basico, lo que significa tan solo que el alimento 
ingerido es amargo y desagradable. En cambio, es probable que 
un alimento que induce un sabor dulce contenga carbohidratos 
ricos en energia. Los estudios recientes sugieren que las personas 
poseen solo un receptor de alta afinidad para el sabor dulce y 
que responde a los azucares y los edulcorantes artificiales. Por 
fortuna, cuando se mastica, el alimento libera odorantes que se 
desplazan por la garganta hasta las celulas receptoras olfatorias 
de la mucosa nasal, lo que posibilita que el cerebro diferencie 
mucho mas en la comida consumida que en los mensajes relati- 
vamente simples que suministran los receptores gustativos. Esta 
information combinada de las neuronas olfatorias y gustativas 
es la que proporciona el rico sentido del gusto. La importancia 
de las neuronas olfatorias en la perception del gusto se torna 
mas evidente cuando un resfriado impide reconocer parte del 
sabor de los alimentos. 


REVISION 


1. ,:Cual es el papel de las proteinas G en una via de seria¬ 
lization? 

2. Describa el experimento de Sutherland que condujo al 
concepto del segundo mensajero. 

3. <;Que significa el termino amplification respecto de la 
transduction de senales?, jcomo es que el uso de una 
cascada de reacciones provoca amplification de una serial?, 
jcomo incrementa esto las posibilidades de regulation 
metabolica? 

4. <;De que manera el mismo primer mensajero, como la 
adrenalina, puede inducir diferentes reacciones en dis- 
tintas celulas bianco y como el mismo segundo men¬ 
sajero, como el cAMP, tambien es capaz de suscitar 
diferentes respuestas en distintas celulas bianco?; por 
ultimo, ^de que forma la misma respuesta, como la 
degradation del glucogeno, pueden iniciarla distintos 
estimulos? 

5. Describa los pasos que llevan de la sintesis de cAMP 
en la superficie interna de la membrana plasmatica de 
una celula hepatica a la liberation de glucosa hacia la 
corriente sanguinea. ^Como controlan el proceso las 
GRK y la arrestina y como las fosfatasas de proteina y 
la fosfodiesterasa de cAMP? 

6. Describa los pasos entre la union de un ligando como el 
glucagon a un receptor con siete segmentos transmem- 
branosos y la activation de un efector como la adenilil- 
ciclasa. jComo se atenua esta respuesta en condiciones 
normales? 

7. ^Cual es el mecanismo de formation del segundo men¬ 
sajero IP 3 ?, <;cual es la relation entre la formation de IP, 
y el aumento de la [Ca 2+ ] intracelular? 

8. Describa la relation entre el fosfatidilinositol, diacilgli- 
cerol, iones de calcio y cinasa de proteina C. ^De que 
manera los esteres de forbol interfieren con las vias de 
serialization que incluyen diacilglicerol? 


15.4 FQSFQRILACIQN DE PRQTEINA-T1RQSINA 
CQMQ MECANISMO 

PARA LA TRANSDUCCION 

DE SENAL 

Las proteintirosincinasas son enzimas que fosforilan 
residuos especificos de tirosina en sustratos proteicos. La fosfo- 
rilacion de proteina-tirosina es un mecanismo para la transduc¬ 
tion de senales que aparecio con la evolution de los organismos 
multicelulares. En el genoma humano se codifican mas de 90 
diferentes proteintirosincinasas. Estas cinasas participan en la 
regulation del crecimiento, division, diferenciacion, superviven- 
cia, union con la matriz extracelular y migration de las celulas. 
La expresion de proteintirosincinasas mutantes que no puede 
regularse y se mantienen en actividad constante puede causar 
division celular descontrolada y cancer. Por ejemplo, un tipo 
de leucemia ocurre en las celulas que contienen una version no 
regulada de las proteintirosinasas ABL. 

Las proteintirosincinasas pueden dividirse en dos grupos: 
proteintirosincinasas receptoras (RTK), que son proteinas 
integrales de membrana que contienen un dominio para union 
de ligando, y las proteintirosincinasas citoplasmicas 0 no receptoras. 
Las RTK se activan en forma directa por factores de crecimien- 
to y diferenciacion extracelulares, como el factor de crecimiento 
epidermico (EGF) y el factor de crecimiento derivado de pla- 
quetas (PDGF), 0 por reguladores metabolicos como la insu- 
lina. Las proteintirosincinasas no receptoras son reguladas en 
forma indirecta por senales extracelulares, y controlan procesos 
tan diversos como la reaction inmunitaria, la adhesion celular y 
la migration de celulas neuronales. Esta section del capitulo se 
enfoca en la transduction de senales por proteintirosincinasas. 

Dimerization del receptor Hay una pregunta obvia que 
viene a la mente cuando se considera la mecanica de la trans¬ 
duction de senales. ^De que forma la presencia de un factor de 
crecimiento fuera de la celula se traduce en cambios bioquimicos 
dentro de ella? Las investigaciones sobre la proteintirosincinasa 
senalan que la union con ligando conduce a la dimerization de 
los dominios extracelulares para la union con el ligando de un 
par de receptores. Se han reconocido dos mecanismos para la 
dimerization del receptor: dimerization mediada por un ligando 
y la dimerization mediada por un receptor (fig. 15-15). El tra- 
bajo initial sugiere que los ligandos de las RTK contienen dos 
sitios para union con el receptor. Esto hizo posible que una sola 
molecula de factor de crecimiento 0 diferenciacion se una con 
dos receptores al mismo tiempo, lo que causa la dimerization 
del receptor mediada por ligando (fig. 15-15a). Este modelo se 
respaldo con la observation de que los factores de crecimiento 
y diferenciacion, como el factor de crecimiento derivado de las 
plaquetas (PDGF) 0 el factor estimulante de colonias 1 (CSF- 
1) se componen de dos subunidades similares 0 identicas unidas 
por un disulfuro, y cada subunidad contiene un sitio para union 
con el receptor. Sin embargo, no todos los factores de crecimien- 
to parecen adaptarse a este modelo. En fechas mas recientes se 
establecio que algunos factores de crecimiento contienen solo 
un sitio para union con receptor. Ahora, el trabajo estructural 
apoya un segundo mecanismo (fig. 15-15^) en el que la union 
con el ligando induce un cambio en la conformation en el domi- 
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FIGURA 15-15 Pasos en la activacion de una proteintirosincinasa recep- 
tora (RTK). a) Dimerizacion mediada por ligando. En el estado no acti- 
vado, los receptores se encuentran en la membrana como monomeros. La 
union de un ligando bivalente induce la dimerizacion directa del receptor 
y la activacion de su actividad cinasa, lo que hace que agregue grupos fos- 
fato al dominio citoplasmico de la otra subunidad receptora. Los residuos 
recien formados de fosfotirosina del receptor sirven como sitios de union 
para las proteinas bianco que contienen dominios SH2 o PTB. Las pro- 
tefnas bianco se activan como resultado de su interaction con el receptor. 


b ) Dimerizacion mediada por el receptor. La secuencia de fenomenos es 
similar a la de la parte a , excepto porque la molecula de ligando es mono- 
valente y, por consiguiente, una molecula de ligando se une con cada uno 
de los monomeros inactivos. La union de cada ligando induce un cambio de 
conformation en el receptor que crea una interfase de dimerizacion (flechas 
rojas). Los monomeros unidos con el ligando interactuan mediante esta 
interfase para convertirse en un dfmero activo. (Basada en un dibujo de 
J. Schlessinger y A. Ullrich, Neuron 9:384,1992; con autorizacion 
de Cell Press.) 
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nio extracelular de un receptor, lo que conduce a la formation 
o exposition de una interfase de dimerization de receptor. Con 
este mecanismo, los ligandos actuan como reguladores alos- 
tericos que activan la capacidad de sus receptores para formar 
dimeros. Sin importar cual sea el mecanismo, la dimerization 
del receptor da lugar a la yuxtaposicion de dos dominios de 
proteintirosincinasas en el lado citoplasmico de la membrana 
plasmatica. A1 poner en contacto estrecho dos dominios cinasa 
se permite la transautofosforilacion, en la que la actividad de pro- 
teintirosincinasas de un receptor del dimero fosforila los resi- 
duos de tirosina en el dominio citoplasmico del otro receptor del 
dimero y viceversa (fig. 15-lSa, b). 

Activation de la cinasa de protelna Los sitios de auto¬ 
fosforilacion tienen una funcion doble: regulan la actividad de 
cinasa y funcionan como sitios de union para las moleculas 
de serialization citoplasmica. La actividad de cinasa casi siem- 
pre se regula mediante autofosforilacion, en los residuos de 
tirosina presentes en el asa de activation del dominio de cinasa. 
Cuando el asa de activation no esta fosforilada, se obstruye el 
sitio para union con el sustrato, lo que impide la entrada de ATP. 
Despues de su fosforilacion, el asa de activation se estabiliza en 
una position alejada del sitio de union con el sustrato, lo que 
produce la activation del dominio cinasa. Una vez que se activa 
el dominio cinasa, las subunidades receptoras se fosforilan una 
a la otra en los residuos de tirosina presentes en las regiones 
adyacentes al dominio cinasa. Estos sitios de autofosforilacion 
son los que actuan como sitios de union para las proteinas de 
senalizacion celular. 

Interacciones protefna-protema dependientes de la fos- 
fotirosina Las vias de senalizacion consisten en una cadena 
de proteinas de senalizacion que interaction una con la otra en 
una secuencia (vease la fig. 15-3). Las proteinas de senalizacion 
son capaces de relacionarse con los receptores de proteintiro- 
sincinasas activados porque contienen dominios que se unen de 
manera especifica con residuos de tirosina fosforilados (como 
en la figura 15-15). Hasta ahora se han identificado dos de 
estos dominios: el dominio Src-homologia 2 ( SH2 ) y el dommio 
de union confosfotirosina ( PTB ). Al principio, los dominios SH2 
se identificaron como parte de las proteintirosincinasas codifi- 
cadas por genomas de virus causantes de tumores (oncogenos). 
Se integran con alrededor de 100 aminoacidos y poseen un saco 
de union conservado en el que se adapta el residuo de tirosi¬ 
na fosforilado (fig. 15-16). En el genoma humano se codifican 
mas de 110 dominios SH2. Estos median una gran cantidad 
de interacciones proteina-proteina, que son dependientes de 
la fosforilacion. Tales interacciones ocurren despues de la fos¬ 
forilacion de residuos de tirosina especificos. La especificidad 
de las interacciones depende de la secuencia de aminoacidos 
adyacente inmediata a los residuos de tirosina fosforilados. Por 
ejemplo, el dominio SH2 de proteintirosincinasas Src reconoce 
pTir-Glu-Glu-Ile, mientras que los dominios SH2 de la cinasa 
PI 3 se unen a pTir-Met-X-Met (donde X puede ser cualquier 
residuo). Es interesante senalar que el genoma de las levaduras 
con gemacion codifica solamente una proteina con dominio 
SH2, lo que se relaciona con la falta general de actividad de 
senalizacion proteintirosincinasas en estos eucariotas unicelu- 
lares inferiores. 



FIGURA 15-16 Interaction entre un dominio SH2 de una proteina y un 
peptido que contiene un residuo de fosfotirosina. El dominio SH2 de la 
proteina se muestra en una vista cortada con la superficie accesible represen- 
tada por puntos rojos y la columna del polipeptido como un liston purpura. 
El heptapeptido que contiene fosfotirosina (Pro-Asn-pTir-Glu-Glu-Ile- 
Pro) se muestra como un modelo que llena el espacio, cuyas cadenas late- 
rales se colorearon de verde y la columna de amarillo. El grupo fosfato se 
muestra en azul claro. Se advierte que el residuo de tirosina fosforilado y 
el residuo de isoleucina (+3) se proyectan en sacos sobre la superficie del 
dominio SH2, lo que hace que esten muy ajustados, pero solo cuando el 
residuo de tirosina clave se fosforila. (Tomada de Gabriel Waksman et 
AL., POR CORTESIA DE JOHN KuRIYAN. CELL 72:783, 1993; CON AUTORIZA- 
cion de Cell Press.) 


Los dominios PTB se descubrieron hace menos tiempo. 
Pueden unirse con residuos de tirosina fosforilada que casi 
siempre se encuentran como parte de un motivo asparagina- 
prolina-X-tirosina (Asn-Pro-X-Tir). Sin embargo, el asunto es 
mas complicado porque algunos dominios PTB parecen unirse 
de manera especifica con un motivo Asn-Pro-X-Tir no fosfo¬ 
rilado, mientras que otros se unen de manera especifica con el 
motivo fosforilado. Los dominios PTB no estan bien conserva- 
dos y distintos dominios PTB poseen diferentes residuos que 
interactuan con sus ligandos. 

Activation de las vlas de serialization corriente abajo Ya 

se explico que las proteintirosincinasas receptoras (RTK) se 
fosforilan a si mismas en uno o mas residuos de tirosina. En 
el citoplasma existen diversas proteinas de senalizacion con 
dominios SH2 o PTB. Por lo tanto, la activation del receptor 
conduce a la formation de complejos de senalizacion, en los 
que las proteinas de senalizacion que contienen SH2 o PTB se 
unen con sitios de autofosforilacion especificos presentes en el 
receptor (como en la figura 15-15). Se pueden distinguir varios 
grupos de proteinas de senalizacion, incluidas proteinas adap- 
tadoras, proteinas de acoplamiento, factores de transcription y 
enzimas (fig. 15-17). 
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(b) 




• Las protemas adaptadoras funcionan como vmculos que 
permiten a dos o mas protemas de serialization unirse como 
parte de un complejo de senalizacion (fig. 15-17 a). Las pro¬ 
temas adaptadoras contienen un dominio SH2 y uno o mas 
dominios adicionales de interaction proteina-proteina. Por 
ejemplo, la proteina adaptadora Grb2 muestra un dominio 
SH2 y dos SH3 (Src-homologia 3) (fig. 15-18). Como se 
muestra en la pagina 62,los dominios SH3 se unen a motivos 
con secuencias ricas en prolina. Los dominios SH3 de Grb2 
se unen de manera constitutiva con otras protemas como Sos 
y Gab. El dominio SH2 se une con los residuos fosforilados 
de tirosina dentro de un motivo Tir-X-Asp. Por consiguien- 
te, la fosforilacion de tirosina del motivo Tir-X-Asp de una 
RTK produce la translocation de Grb2-Sos o Grb2-Gab del 
citosol a un receptor, el cual se encuentra en la membrana 
plasmatica (fig. 15-17a). 

• Las protemas de acoplamiento, como las IRS, aportan ciertos 
receptores con sitios adicionales para fosforilacion de tirosina 
(fig. 15-17 b). Las protemas de acoplamiento contienen un 
dominio PTB o un dominio SH2 y varios sitios para fosfori¬ 
lacion de tirosina. La union de un ligando extracelular con un 
receptor conduce a la autofosforilacion del receptor, lo cual 
proporciona un sitio para la union del dominio PTB o SH2 
de la proteina de acoplamiento. Una vez unidos, el recep¬ 
tor fosforila los residuos de tirosina presentes en la proteina 
de acoplamiento. Estos sitios de fosforilacion actuan luego 
como sitios de union para moleculas adicionales de serializa¬ 
tion. Las protemas de acoplamiento suministran versatilidad 
al proceso de senalizacion porque la capacidad del receptor 
para activar las moleculas de senalizacion puede variar con 
las protemas de acoplamiento que se expresen en una celula 
particular. 

• Los factores de transcription se explicaron con detalle en el 
capitulo 12. Los factores de transcription que pertenecen a 
la familia STAT tienen un importante papel en la funcion 
del sistema inmunitario (explicado en la section 17.4). Las 
protemas STAT poseen un dominio SH2 junto con un sitio 


FIGURA 15-17 Diversas protemas de senalizacion. Las celulas contienen 
muchas protemas con dominios SH2 o PTB que se unen con residuos de 
tirosina fosforilada. a ) Las protemas adaptadoras, como la Grb2, funcionan 
como un vinculo con otras protemas. Como se muestra aqui, Grb2 puede 
servir como vinculo entre un factor de crecimiento RTK activado y Sos, 
un activador de una proteina corriente abajo llamada Ras. La funcion de 
Ras se describe mas adelante. b ) La proteina de acoplamiento IRS contie- 
ne un dominio PTB que le permite unirse con el receptor activado. Una 
vez unidos, el receptor fosforila a los residuos de tirosina en la proteina de 
acoplamiento. Estos residuos fosforilados funcionan como sitios de union 
para otras protemas de senalizacion. c) Ciertos factores de transcripcion se 
unen con las RTK activadas, un fenomeno que conduce a la fosforilacion 
y activacion del factor de transcripcion y su traslado al nucleo. Los miem- 
bros de la familia STAT de factores de transcripcion (descritos mejor en la 
seccion 17.4) se activan de esta manera. d) Una gran variedad de enzimas 
de senalizacion se activa despues de unirse con una RTK activada. En el 
caso mostrado aqui, una fosfolipasa (PLC-gamma), una lipasa (PI3K) y 
una proteintirosinfosfatasa (Shp2) se unieron con sitios de fosfotirosina en 
el receptor. 
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FIGURA 15-18 Estructura terciaria de una proteina adaptadora, Grb2. 

Esta se forma con tres partes: dos dominios SH3 y uno SH2. Los domi- 
nios SH2 se unen con una proteina (p. ej., el receptor EGF activado) que 
contiene un motivo particular que incluye un residuo de fosfotirosina. Los 
dominios SH3 se unen con una proteina (p. ej., Sos) que posee un motivo 
particular rico en residuos de prolina. Se han identificado docenas de pro- 
teinas que tienen estos dominios. Las interacciones que implican dominios 
SH3 y SH2 se muestran en las figuras 2-40 y 15-16, respectivamente. Otras 
proteinas adaptadoras incluyen Nek, She y Crk. (Reimpresa con autori- 
zacion de Sebastien Maignan et al. Science 268:291,1995; © 1995, 
American Association for the Advancement of Science. Cortesi'a 
de Arnaud Ducruix.) 


de fosforilacion de tirosina que actua como sitio de union 
para el dominio SH2 de otra molecula STAT (fig. 15-17c). 
La fosforilacion de tirosina de los sitios de union SH2 de 
STAT situados dentro de un receptor dimerizado conduce 
al reclutamiento de proteinas STAT (fig. 15-17c). Cuando se 
relacionan con el complejo receptor, los residuos de tirosina 
de estas proteinas STAT se fosforilan. Como resultado de 
la interaction entre el residuo de tirosina fosforilado en una 
proteina STAT y el dominio SH2 de una segunda protei¬ 
na STAT, y viceversa, estos factores de transcription forman 
dimeros. Los dimeros, mas no los monomeros, se desplazan 
al nucleo, donde estimulan la transcription de genes especi- 
ficos participantes en una reaction inmunitaria. 

• Las enzimas de serialization incluyen cinasas de proteina, 
fosfatasas de proteinas, cinasas de lipidos, fosfolipasas y 
proteinas activadoras de GTPasa (pag. 639). Cuando estas 


enzimas estan equipadas con dominios SH2, se relacionan 
con RTK activadas y se activan en forma directa o indirecta 
como efecto de esta relation (fig. 15-17*$. Se han identifica¬ 
do tres mecanismos generates por los cuales se activan estas 
enzimas despues de su vinculacion con un receptor. Las enzi¬ 
mas pueden activarse tan solo como resultado de la trans¬ 
location a la membrana, lo que las aproxima mucho a sus 
sustratos. Las enzimas tambien pueden activarse mediante 
un mecanismo alosterico (pag. 115), en el que la union con 
una fosfotirosina produce un cambio en la conformation en 
el dominio SH2, que a su vez ocasiona un cambio en la con¬ 
formation del dominio catalitico, lo que deriva en un cambio 
de la actividad catalitica. Por ultimo, las enzimas pueden ser 
reguladas directamente por fosforilacion. Como se describe 
mas adelante, las proteinas de serialization que se relacionan 
con RTK activadas inician cascadas de fenomenos que indu- 
cen los cambios bioquimicos necesarios para responder a la 
presencia de moleculas mensajeras extracelulares. 

Termination de la respuesta La transduction de la senal 
por parte de las RTK casi siempre se termina con la interioriza¬ 
cion del receptor. Aun se investiga el mecanismo exacto que cau¬ 
sa la interiorizacion del receptor. Existe un mecanismo que 
implica la participation de una proteina de union con receptor 
llamada Cbl. Cuando las RTK se activan por ligandos, fosfori¬ 
lan sus propios residuos de tirosina, los cuales actuan como sitio 
de union para Cbl. Luego, la Cbl se relaciona con el receptor y 
lleva una enzima capaz de unir una molecula de ubiquitina con 
el receptor. La ubiquitina es una proteina pequena que se une de 
manera covalente con otras proteinas, con lo que las marca para 
la interiorizacion (pag. 314) o degradation (pag. 538). La union 
del complejo Cbl con los receptores activados va seguida por la 
union del receptor con ubiquitina, la interiorizacion del receptor 
y en la mayoria de los casos la degradation en un lisosoma. 

Una vez que se han explicado algunos de los mecanismos 
generales mediante los cuales las RTK pueden activar las vias de 
serialization, es posible revisar con mas detalle un par de vias 
importantes de las RTK que se activan corriente abajo. Primero 
se describe la via cinasa de Ras-MAP, que tal vez sea la cascada 
de serialization mejor caracterizada que se inicia con las pro- 
teintirosincinasa activadas. Se describe una cascada distinta en 
relation con el receptor para insulina. 


La via de cinasa de Ras-MAP 

Los retrovirus son virus pequenos que portan su information 
genetica en forma de RNA. Algunos de estos virus contienen 
genes, llamados oncogenes, que les permiten transformar celu- 
las normales en celulas tumorales. Al principio, Ras se describio 
como un oncogen retroviral. Mas tarde se descubrio que el gen 
retroviral que codificaba a Ras provenia de sus hospedado- 
res mamiferos. Ahora se sabe que cerca de 30% de todos los 
tumores cancerosos humanos contiene versiones mutantes de 
los genes RAS. En este punto es importante hacer notar que 
las proteinas Ras son parte de una superfamilia de mas de 100 
proteinas G pequenas, incluidas Rab (pag. 304), Sari (pag. 300) 
y Ran (pag. 490). Estas proteinas intervienen en la regulation 
de numerosos procesos, como division celular, diferenciacion, 
expresion genica, organization del citoesqueleto, trafico de vesi- 
culas y transporte nucleocitoplasmico. Los principios expues- 
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tos en relation con la Ras se aplican a muchos miembros de la 
superfamilia de proteinas G pequenas. 

Ras es una pequena GTPasa que se mantiene en la super- 
ficie interna de la membrana plasmatica por un grupo lipidico 
que se incrusta en la hoja interna de la bicapa (fig. 1S-17«). La 
funcion de Ras es similar a las proteinas G heterotrimericas que 
se describieron antes y, como estas proteinas, Ras tambien actua 
como un temporizador molecular. Sin embargo, a diferencia de 
las proteinas G heterotrimericas, Ras consiste solo en una sola 
subunidad pequena. Las proteinas Ras se encuentran en dos 
formas distintas: una forma activa unida con GTP y una for¬ 
ma inactiva unida con GDP (fig. 15-19 a). Ras-GTP se une con 
proteinas de serialization corriente abajo y las activa. Ras se des- 
activa por la hidrolisis de su GTP unido a GDP. Las mutaciones 
en el gen RAS humano que derivan en la formation de tumores 
previenen que la proteina hidrolice al GTP de nueva cuenta en 
GDP. Como resultado, la version mutante de Ras permanece 
en la position “encendida” y envia un mensaje continuo por la 
via de serialization, lo que mantiene a la celula en su modo pro- 
liferativo. 

El ciclo de las proteinas G monomericas, como Ras, entre 
sus estados activo e inactivo, se favorece por proteinas acceso- 



(a) 

FIGURA 15-19 Estructura de una proteina G y el ciclo de la proteina G. a) 

Comparacion de la estructura terciaria del estado activo unido con GTP 
(rojo) y el estado inactivo unido con GDP (verde) de la pequena proteina 
G Ras. Se muestra un nucleotido de guanina unido en la forma de esferas y 
cilindros. Las diferencias de la conformacion ocurren en dos regiones flexi- 
bles de la molecula que se conocen como interruptores I y II. La diferencia 
de la conformacion mostrada aqui afecta la capacidad de la molecula para 
unirse con otras proteinas. b ) Ciclo de la proteina G. Las proteinas G se 
hallan en su estado inactivo cuando se les une una molecula de GDP. Si la 
proteina G inactiva interactua con un inhibidor de disociacion de nucleo¬ 
tido de guanina (GDI), se inhibe la liberacion de GDP y la proteina per¬ 
manece en el estado inactivo (paso la). Si la proteina G inactiva interactua 
con un factor de intercambio de nucleotido de guanina (GEF, paso lb), la 
proteina G intercambia su GDP por un GTP (paso 2), lo cual activa la pro- 


rias que se unen con la proteina G y regulan su actividad (fig. 

15-19$). Estas proteinas accesorias incluyen las siguientes: 

1. Protemas activadoras de GTPasa (GAP). La mayoria de los 
monomeros de proteinas G tienen cierta capacidad para 
hidrolizar un GTP unido, pero su capacidad se acelera de 
forma notoria con la interaction con GAP especificas. Como 
estimulan la hidrolisis del GTP unido, que desactiva la pro¬ 
teina G, las GAP reducen mucho la duration de una reaction 
mediada por proteina G. Las mutaciones en uno de los genes 
Ras-GAP ( NF1) causan neurofibromatosis 1, una enferme- 
dad en la que los pacientes desarrollan grandes cantidades 
de tumores benignos (neurofibromas) a lo largo de las vainas 
que recubren los troncos nerviosos. 

2. Factores de intercambio de nucleotido de guanina (GEF). Una 
proteina G inactiva se convierte en su forma activa cuando 
el GDP unido se sustituye por GTP. Los GEF son proteinas 
que se unen con su proteina G monomerica inactiva y esti¬ 
mulan la disociacion del GDP unido. Una vez que se libera 
el GDP, la proteina G se une pronto con un GTP, que se 
encuentra en concentraciones relativamente elevadas en la 
celula, lo que activa a la proteina G. 


Inte- 



(b) 

teina G para que pueda unirse con una proteina bianco corriente abajo (paso 
3). La union con la proteina G unida con GTP activa a la proteina bianco, la 
cual casi siempre es una enzima, como una cinasa de proteina o una proteina 
fosfatasa. Esto tiene el efecto de transmitir la senal mas alia sobre la via 
de serialization. Las proteinas G poseen una debil actividad intrinseca de 
GTPasa que se estimula con la interaction con una proteina activadora 
de GTPasa (GAP) (paso 4). El grado de estimulacion de la GTPasa por 
una GAP determina la duracion que una proteina G permanece activa. Por 
consiguiente, la GAP sirve como un tipo de reloj que regula la duracion 
de la respuesta (paso 5). Una vez que se hidroliza el GTP, el complejo se 
disocia y la proteina G inactiva esta lista para iniciar un nuevo ciclo (paso 
6). ( A , tomada de Steven J. Gamblin y Stephen J. Smerdon, Struct 
7:R200,1999.) 
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3. Inhibidores de disociacion del nucleotido deguanina (GDI). 
Las GDI son proteinas que inhiben la liberation de un 
GDP unido de una proteina G monomerica, lo que man- 
tiene a la proteina en su estado inactivo unido con GDP. 

Se piensa que Ras-GTP interactua directamente con varios 
blancos corriente abajo. Aqui se analizara Ras como un com- 
ponente de la cascada de la cinasa de MAP-Ras, que se activa 
en respuesta a una amplia variedad de senales extracelulares y 
tiene una funcion central en la regulation de actividades vitales 
como la proliferation y la diferenciacion celulares. La via releva 
senales extracelulares de la membrana plasmatica a traves del 
citoplasma y hacia el nucleo. La figura 15-20 muestra una repre¬ 
sentation general de la via. Esta via se activa cuando un factor 
de crecimiento, como EGF o PDGF, se une con el dominio 
extracelular de su RTK. Muchas RTK activadas tienen residuos 


Factor de crecimiento 



de tirosina fosforilados que actuan como sitios de acoplamiento 
para la proteina adaptadora Grb2. A su vez, Grb2 se une con 
Sos, que es un factor de intercambio de nucleotido de guanina 
(un GEF) para Ras. La creation de un sitio de union para Grb2 
en un receptor activado promueve el traslado de Grb2-Sos del 
citoplasma a la superficie citoplasmica de la membrana plasma¬ 
tica, muy cerca de Ras (como en la figura 15-17«). 

El puro traslado de Sos a la membrana plasmatica es sufi- 
ciente para activar a Ras. Esto lo ilustro un experimento con una 
version mutante de Sos que se mantiene siempre unida con la 
superficie interna de la membrana plasmatica. La expresion de 
esta Sos mutante unida a la membrana causa la activation cons- 
titutiva de Ras y la transformation de la celula en un fenotipo 
maligno. La interaction con Sos abre el sitio de union para el 
nucleotido de Ras. Como resultado, GDP se libera y se sustituye 
por GTP El intercambio de GDP por GTP en el sitio de union 
para nucleotido de Ras induce un cambio de conformation y la 
creation de una interfase de union para una proteina de seria¬ 
lization importante llamada Raf. Luego, Raf se congrega en la 
superficie interna de la membrana plasmatica, donde se acti¬ 
va. Para que Raf se active es necesaria la fosforilacion de varias 
cinasas de proteina y es probable que incluya interacciones entre 
proteinas que se regulan por estos fenomenos de fosforilacion. 
Se desconoce el mecanismo preciso de la activation de Raf. 

Raf es una cinasa de proteina serina-treonina. Uno de sus 
sustratos es la cinasa de proteina MEK (fig. 15-20). MEK, que 
se activa como consecuencia de la fosforilacion por Raf, fosforila 
y activa dos cinasas de MAP llamadas Erk-1 y Erk-2. Se han 
identificado mas de 160 proteinas que pueden ser fosforiladas 
por estas cinasas, incluidos factores de transcription, cinasa de 


FIGURA 15-20 Los pasos de una cascada de cinasa de MAP generalizada. 

La union de un factor de crecimiento con su receptor (paso 1) conduce a la 
autofosforilacion de residuos de tirosina del receptor (paso 2) y el recluta- 
miento subsiguiente de proteinas Grb2-Sos (paso 3). Este complejo provo- 
ca el intercambio GTP-GDP de Ras (paso 4), la cual recluta a la proteina 
Raf a la membrana, donde se fosforila por una cinasa desconocida y asi se 
activa (paso 5). En la via mostrada en esta figura, Raf se fosforila y activa 
a otra cinasa llamada MEK (paso 6), la que a su vez se fosforila y activa a 
otra cinasa mas llamada ERK (paso 7). Este esquema de fosforilacion en 
tres pasos mostrado en los pasos 5 a 7 es caracteristico de todas las cascadas 
de cinasas de MAP Por su actividad de cinasa en secuencia, Raf se conoce 
como una MAPKKK (cinasa de cinasa de cinasa de MAP), MEK es una 
MAPKK (cinasa de cinasa de MAP) y ERK como una MAPK (cinasa de 
MAP). Las MAPKK son cinasas de doble especificidad, termino que deno- 
ta que pueden fosforilar residuos de tirosina, serina y treonina. Todas las 
MAPK tienen un tripeptido cerca de su sitio catalitico con la secuencia Tre- 
X-Tir. MAPKK fosforila a MAPK en el residuo de treonina y el de tirosina 
de esta secuencia, con lo que se activa la enzima (paso 7). Una vez activada, 
la MAPK se traslada al nucleo, donde fosforila factores de transcripcion (TF, 
paso 8), como Elk-1. La fosforilacion de los factores de transcripcion incre- 
menta su afinidad por los sitios reguladores en el DNA (paso 9), lo que 
conduce a un aumento de la transcripcion de genes especfficos (p. ej., Fos y 
Jun ) que intervienen en la respuesta de crecimiento. Uno de los genes cuya 
expresion se estimula codifica una fosfatasa MAPK (MKP-1, paso 10). Los 
miembros de la familia MKP pueden retirar grupos fosfato de los residuos 
de tirosina y treonina de MAPK (paso 11), lo cual desactiva la MAPK y 
detiene la actividad de senalizacion en la via. (Tomada de H. Sun y N. K. 
Tonks, Trends Biochem Sci 19:484,1994.) 
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proteina, proteinas citoesqueleticas, reguladores de la apoptosis, 
receptores y otras proteinas senalizadoras. Una vez activada, la 
cinasa de MAP puede ingresar al nucleo, donde se fosforila y 
activa facto res de transcripcion especificos, como Elk-1. Al final, 
la via conduce a la activacion de genes participantes en la proli¬ 
feration celular, incluida la ciclina Dl, que tiene un papel clave 
en el paso de la celula de G x a la fase S (fig. 14-8). 

Como se explica en el capitulo siguiente, los oncogenes se 
identifican por su capacidad para hacer que las celulas se vuelvan 
cancerosas. Los oncogenes provienen de genes celulares norma- 
les que mutaron o tienen una expresion excesiva. Muchas de las 
proteinas que participan en la via de senalizacion de Ras se des- 
cubrieron porque se codifican en oncogenes causantes de cancer. 
Esto incluye a los genes de Ras, Raf y varios de los factores de 
transcription activados al final de la via (p. ej., Fos y Jun). Los 
genes de varias RTK situadas al principio de la via, inclui- 
dos los receptores para EGF y PDGF, tambien se identificaron 
entre las varias docenas de oncogenes conocidos. El hecho 
de que tantas proteinas de esta via esten codificadas por genes 
que pueden causar cancer cuando mutan subraya la importancia 
de la via en el control del crecimiento y proliferation celulares. 

Adaptation de la cinasa de MAP para transmitir diferentes 
tipos de information La misma via basica para las RTK a 
traves de Ras hacia la activation de los factores de transcrip¬ 
tion, ilustrada en la figura 15-20, se encuentra en todos los 
eucariotas investigados, desde levaduras, moscas y nematodos 
hasta los mamiferos. La evolution adapto la via para satisfacer 
muchas necesidades distintas. Por ejemplo, en las levaduras es 
necesaria la cascada de la cinasa de MAP para que las celulas 
respondan a las feromonas de apareamiento; en las moscas de 
la fruta, la via se utiliza durante la diferenciacion de los foto- 
receptores en el ojo compuesto y en las plantas con flor, la via 
transmite senates que inician una defensa contra patogenos. En 
cada caso, el centra de la via contiene un trio de enzimas que 
actuan una despues de la otra: una cinasa de cinasa de cinasa de 
MAP (MAPKKK), una cinasa de cinasa de MAP (MAPKK) y 
una cinasa de MAP (MAPK) (fig. 15-20). A cada uno de estos 
componentes lo representa una pequena familia de proteinas. 
Hasta ahora se han reconocido 14 MAPKKK, 7 MAPKK y 13 
MAPK diferentes en los mamiferos. Al usar distintos miembros 
de estas familias de proteinas, los mamiferos pueden ensamblar 
varias vias distintas de la cinasa de MAP que transmiten diver- 
sos tipos de senates extracelulares. Ya se describio como se trans¬ 
miten los estimulos mitogenos por un tipo de via de cinasa de 
MAP que conduce a la proliferation celular. En cambio, cuando 
las celulas se exponen a estimulos estresantes, como los rayos X 
o sustancias daninas, se transmiten senales por diferentes vias de 
cinasa de MAP que hacen que la celula detenga su ciclo celular 
en lugar de continuarlo, como se indica en la figura 15-20. El 
pare del ciclo celular da tiempo a la celula para reparar el dano 
ocasionado por las condiciones adversas. 

Estudios recientes se enfocaron en la especificidad de las 
senales de las cascadas de cinasa de MAP en un intento por 
comprender de que manera las celulas pueden utilizar protei¬ 
nas similares como componentes de vias que inducen respuestas 
celulares distintas. Los estudios de secuencias de aminoacidos y 
estructura proteica indican que parte de la respuesta radica en 
las interacciones selectivas entre las enzimas y los sustratos. Por 
ejemplo, ciertos miembros de la familia de MAPKKK fosforilan 


a miembros especificos de la familia de MAPKK, que a su vez 
hacen lo mismo con miembros especificos de la familia MAPK. 
Sin embargo, muchos integrantes de estas familias pueden par- 
ticipar en mas de una via de senalizacion de la cinasa de MAP. 

La especificidad en las vias de la cinasa de MAP tambien 
se logra con la localization espacial de las proteinas que las com- 
ponen. La ubicacion espacial se logra mediante proteinas estruc- 
turales (no enzimaticas) conocidas como proteinas de andamiaje, 
cuya funcion aparente es fijar a los integrantes apropiados de una 
via de senalizacion en una orientation espacial especifica que 
intensifica sus interacciones mutuas. Las proteinas de andamia¬ 
je tambien pueden participar activamente en la senalizacion de 
procesos al inducir un cambio en la conformation de proteinas 
ligadas. Ademas de promover una serie particular de reacciones, 
las proteinas de andamiaje pueden impedir que las proteinas que 
participan en una via de senalizacion lo hagan en otras. Con 
base en esta section del capitulo, resulta evidente que las vias 
de transduction de senalizacion de la celula son muy complejas. 
Esto hace que este tema sea desafiante, sea para los estudiantes 
o los biologos (fig. 15-21). 

Senalizacion del receptor para insulina 

El cuerpo humano hace un esfuerzo considerable para mante- 
ner los niveles de glucosa sanguinea en limites estrechos. Un 
descenso de los niveles de glucosa sanguinea puede provocar la 
perdida de la conciencia y coma, ya que el sistema nervioso 
central depende en notable medida de la glucosa para su meta- 
bolismo energetico. Un aumento persistente de la concentration 
de glucosa en la sangre (la glucemia) produce perdida de glucosa, 
liquidos y electrolitos en la orina y graves problemas de salud. El 
pancreas controla los valores de glucosa en la circulation. Cuando 
la glucemia disminuye por debajo de determinado intervalo, las 
celulas a pancreaticas secretan glucagon. Como ya se dijo, el glu¬ 
cagon actua a traves de los GPCR y estimula la degradation de 
glucogeno, de lo que resulta un aumento de la glucemia. Cuando 
esta se eleva, como ocurre despues de una comida rica en carbo- 
hidratos, las celulas beta del pancreas reaccionan con la secretion 
de insulina. Esta ultima funciona como un mensajero extracelu- 
lar e informa a las celulas que los niveles de glucosa estan incre- 
mentados. Las celulas que expresan receptores para insulina en 
su superficie, como las hepaticas, responden a este mensaje con 
el aumento de la captation de glucosa, lo que eleva la sintesis de 
glucogeno y trigliceridos y reduce la gluconeogenesis. 

El receptor para insulina es una proteintirosincinasa Ca¬ 
da receptor para insulina esta formado por una cadena alfa y una 
beta, que provienen de un solo precursor proteico por procesa- 
miento proteolitico. La cadena alfa es extracelular y contiene el 
sitio para union con la insulina. La cadena beta esta formada por 
una region extracelular, una sola region transmembranosa y una 
region citoplasmica (fig. 15-22). Las cadenas alfa y beta estan 
unidas por enlaces disulfuro (fig. 15-22). Dos de estos hetero- 
dimeros 0t(3 se mantienen juntos por enlaces disulfuro entre las 
cadenas alfa. Por lo tanto, mientras se cree que la mayoria de las 
RTK estan en la superficie celular como monomeros, los recep¬ 
tores para insulina se hallan como dimeros estables. Al igual que 
otras RTK, los receptores para insulina estan inactivos en ausen- 
cia de ligando (fig. 15-22«). Los trabajos recientes sugieren que 
el dimero receptor para insulina se une con una sola molecula 
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Bueno... en realidad no es tan simple 
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SH-2! En tanto, bandas de prolina se unen a los' 
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FIGURA 15-21 (Historieta de Tony Bramley tomada de Trends Biochem Sci 19:469,1994.) 


de insulina. Esto produce una recolocacion de los dominios de 
union con ligandos en el exterior de la celula, lo que a su vez 
hace que los dominios cinasa de tirosina del interior de la celu¬ 
la se aproximen entre si (fig. 15-22 b). La yuxtaposicion de los 
dominios cinasa da lugar a la transautofosforilacion y activacion 
del receptor (fig. 15-22r). 

Se han identificado varios sitios de fosforilacion de tirosina 
en la region citoplasmica del receptor para insulina. Tres de estos 
sitios de fosforilacion se hallan en el asa de activacion. En el 
estado no fosforilado, el asa de activacion asume una conforma¬ 
tion en la que ocupa el sitio activo. Cuando se fosforilan los tres 
residuos de tirosina, el asa de activation asume una nueva con¬ 
formation lejos de la hendidura catalitica. Esta nueva conforma¬ 
tion requiere una rotation de los lobulos pequenos y grandes del 
dominio cinasa respecto de ellos mismos, lo que aproxima a los 
residuos esenciales para la catalisis. Ademas, el asa de activation 
deja abierta de ese modo la hendidura catalitica para que pueda 
unirse con sus sustratos. Despues de la activation del dominio 
cinasa, el receptor se fosforila a si mismo en los residuos de tiro¬ 
sina que se encuentran adyacentes a la membrana y en la cola del 
extremo carboxilo (fig. 15-22c). 


Sustratos 1 y 2 del receptor para insulina La mayoria de las 
RTK posee sitios para autofosforilacion que reclutan en forma 
directa a proteinas de senalizacion con dominios SH2 (como en 
la figura 15-17 a, cyd). El receptor para insulina es una exception 
a esta regia general porque se relaciona con una pequena familia 
de proteinas de acoplamiento (fig. lS-llb), llamada sustratos 
del receptor para insulina (IRS). A su vez, los IRS suministran 
sitios para la union de proteinas de senalizacion que contienen 
dominio SH2. Despues de la union con el ligando y la activa¬ 
tion por cinasa, el receptor fosforila su propia tirosina 960, que 
luego forma un sitio de union para los dominios de union con 
fosfotirosina (PTB) de los sustratos del receptor para insulina. 
Como se indica en la figura 15-23zz, los sustratos del receptor 
para insulina se caracterizan por la presencia de un dominio PH 
en el extremo N, un dominio PTB y una larga cola que contie- 
ne sitios para fosforilacion de tirosina. El dominio PH puede 
interactuar con los fosfolipidos presentes en la hoja interna de 
la membrana plasmatica, el dominio PTB se une con los sitios 
de fosforilacion de tirosina en el receptor activado y los sitios de 
fosforilacion para tirosina proporcionan sitios para acoplamien¬ 
to de las proteinas de senalizacion que contienen dominios SH2. 
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FIGURA 15-22 Respuesta del receptor para insulina a la union conligando. 

a ) El receptor para insulina, mostrado aqui de forma esquematica en su 
estado inactivo, es un tetramero que consiste en dos subunidades alfa y dos 
beta, b ) La union de una sola molecula de insulina con las subunidades alfa 
produce un cambio de conformacion en las subunidades beta, lo cual inicia 


la actividad de cinasa de tirosina de las subunidades beta, c) Las subunidades 
beta activadas fosforilan residuos de tirosina situados en el dominio cito- 
plasmico del receptor, asi como los residuos de tirosina en varios sustratos 
del receptor para insulina (IRS) que se describen mas adelante. 



FIGURA 15-23 Funcion del IRS de tirosina fosforilado en la activacion de 
varias vias de senalizacion. a ) Representacion esquematica de un polipep- 
tido IRS. La portion del extremo N de la molecula contiene un dominio 
PH que le permite unirse con fosfoinositidos de la membrana y uno PTB 
que posibilita unirse con un residuo especffico de tirosina fosforilada (num. 
960) en el dominio citoplasmico de un receptor para insulina activado. Una 
vez unido con el receptor para insulina, pueden fosforilarse varios residuos 
de tirosina del IRS (indicados como Y). Estas tirosinas fosforiladas sir- 
ven como sitios de union para otras proteinas, incluida una lipasa (PI3K), 
una proteina adaptadora (Grb2) y una proteintirosinfosfatasa (Shp2). b) Se 
sabe que la fosforilacion del IRS por el receptor de insulina activado acti- 
va las vias de PI3K y Ras, que se describen en el capitulo. Otras vias aun 
no bien definidas tambien las activan los IRS. (El IRS se representa como 
una molecula bidimensional extendida para los fines de la ilustracion.) c) 


La activacion de PI3K conduce a la formation de fosfoinositidos unidos 
con la membrana, incluidas las PIP 3 - Una de las cinasas clave en muchas 
vias de senalizacion es PKB, que interactua en la membrana plasmatica con 
PIP 3 mediante un dominio PH en la proteina. Esta interaction cambia la 
conformacion de la molecula PKB, lo que la convierte en sustrato para otra 
cinasa unida con PIP 3 (PDK1) que fosforila a PKB. El segundo fosfato que 
se muestra unido con PKB se agrega por efecto de una segunda cinasa, mas 
probablemente mTOR. Una vez activada, PKB se disocia de la membrana 
plasmatica y se mueve hacia el citosol y el nucleo. PKB es el principal 
componente de varias vias de senalizacion separadas que median la res¬ 
puesta a la insulina. Estas vias conducen al traslado de transportadores de 
glucosa a la membrana plasmatica, sintesis de glucogeno y sintesis de nuevas 
proteinas en la celula. 
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Se han identificado por lo menos cuatro miembros de la familia 
IRS. Con base en los resultados conseguidos en experimentos 
con ratones manipulados de forma genetica, se cree que IRS-1 y 
IRS-2 son los mas importantes para la serialization del receptor 
para insulina. 

La autofosforilacion del receptor para insulina activado al 
nivel de la tirosina 960 proporciona un sitio para la union de 
IRS-1 y IRS-2. Solo despues de establecer una relation esta- 
ble con IRS-1 o IRS-2, el receptor para insulina activado puede 
fosforilar los residuos de tirosina presentes en las proteinas 
de acoplamiento (fig. 15-23^). IRS-1 y IRS-2 tienen una gran 
cantidad de sitios potenciales para la fosforilacion de tirosina. 
Los que se han reconocido con certeza forman sitios para la 
union con los dominios SH2 de la 3-cinasa de PI, Grb2 y Shp2 
(fig. 15-23«, b). Estas proteinas se relacionan con IRS-1 o IRS-2 
unidos con el receptor y activan las vias de serialization corriente 
abajo. 

La 3-cinasa de PI ( PI3K) se forma con dos subunidades, 
una contiene dos dominios SH2 y la otra el dominio catalitico 
(fig. 15-23 b). La 3-cinasa de PI, que se activa en forma directa 
como consecuencia de la union de sus dos dominios SH2 con 
los sitios para fosforilacion de tirosina, fosforila a los fosfoi- 
nositidos en la position 3 del anillo inositol (fig. 15-23r). Los 
productos de esta enzima, que incluyen 3,4-difosfato de PI 
(PIP,) y 3,4,5-trifosfato de Pi (PIP 3 ), permanecen en la hoja 
citosolica de la membrana plasmatica, donde proporcionan 
sitios para la union de proteinas de serialization con dominios 
PH, como las cinasas de serina-treonina PKB y PDK1. Como 
se indica en la figura 15-23r, la PKB (tambien llamada Akt) 
participa en la mediation de la respuesta a insulina y a otras 
senales extracelulares. El reclutamiento de PDK1 en la mem¬ 
brana plasmatica, en estrecha proximidad con PKB, crea un 
entorno en el que la PDK1 puede fosforilar y activar la PKB 
(fig. 15-23c). Si bien la fosforilacion por PDKl es esencial, no 
es suficiente para la activation de PKB, la cual depende ademas 
de la fosforilacion por una segunda cinasa, mas probablemente 
mTOR. 

Transporte de glucosa La PKB interviene en forma directa 
en la regulation del transporte de glucosa y la sintesis de gluco- 
geno. El transportador de glucosa GLUT4 realiza el transporte 
de glucosa dependiente de insulina (pag. 157). En ausencia de 
insulina, GLUT4 se encuentra en las vesiculas con membra¬ 
na en el citoplasma de celulas que responden a la insulina (fig. 
15-24). Estas vesiculas se fusionan con la membrana plasmatica 
como respuesta a la insulina, un proceso que se conoce como 
translocation de GLUT4. El aumento de la cantidad de trans- 
portadores de glucosa en la membrana plasmatica incrementa la 
captation de glucosa (fig. 15-24). La transposition de GLUT4 
depende de la activation de 3-cinasa de Pi y PKB. Esta con¬ 
clusion se basa en experimentos que muestran que los inhibi- 
dores de PI3K bloquean la transposition de GLUT4. Ademas, 
la sobrexpresion de PI3K o PKB estimula la transposition de 
GLUT4. Es bien sabido que muchos receptores activan la PI3K, 
mientras que solo el receptor de insulina estimula la transpo¬ 
sition de GLUT4. Esto sugiere que existe una segunda via 
corriente abajo del receptor de insulina que es esencial para que 
ocurra la transposition de GLUT4. Aun no se ha encontrado 
una explication detallada del modo en que las dos vias trabajan 
en conjunto para estimular la transposition de GLUT4. 
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FIGURA 15-24 Regulation de la captacion de glucosa en las celulas mus- 
culares y adiposas por efecto de la insulina. Los transportadores de glu¬ 
cosa se almacenan en las paredes de vesiculas citoplasmicas que se forman 
por gemacion de la membrana plasmatica (endocitosis). Cuando el nivel de 
insulina aumenta, se transmite una serial por la via IRS-PI3K-PKB, lo cual 
inicia la translocacion de vesiculas citoplasmicas a la periferia celular. Las 
vesiculas se fusionan con la membrana plasmatica (exocitosis), lo que lleva a 
los transportadores a la superficie celular, donde pueden mediar la captacion 
de glucosa. No se muestra una segunda via que lleva del receptor de insulina 
a la transposition de GLUT4 (vease Trends Biochem. Sci. 31:215, 2006). 
(Segun D. Voet y J. G. Voet, Biochemistry, 2nd ed. © 1995, John 
Wiley & Sons, Inc. Reimpresa con autorizacion de John Wiley 8c 
Sons, Inc.) 


El exceso de glucosa que captan las celulas musculares y 
hepaticas se almacena en forma de glucogeno. La sintesis de 
glucogeno se lleva a cabo por action de la sintetasa del gluco¬ 
geno, una enzima que se desactiva con la fosforilacion en los 
residuos de serina y treonina. La cinasa-3 de la sintetasa del glu¬ 
cogeno (GSK-3) se identified como un regulador negativo de la 
enzima. A su vez, la GSK-3 se desactiva despues de la fosforila- 
cion de PKB. Por lo tanto, la activation de la via de 3-cinasa de 
PI-PKB como reaction a la insulina conduce a un descenso de la 
actividad de la cinasa de GSK-3, lo que incrementa la actividad 
de la sintetasa del glucogeno (fig. 15-23r). La activation de la 
fosfatasa 1 de proteina, una enzima cuya funcion conocida es 
desfosforilar a la enzima en cuestion, contribuye aun mas a la 
activation de la misma. 

Diabetes mellitus Una de las enfermedades humanas mas 
frecuentes, la diabetes, se debe a defectos de la serialization de 
la insulina. Hay dos clases de diabetes: tipo 1, que representa 5 
a 10% de todos los casos, y tipo 2, que corresponde al restante 
90 a 95% . La diabetes tipo 1 se debe a la incapacidad para pro¬ 
duct insulina y se describe en la section Perspectiva humana del 
capitulo 17. La diabetes tipo 2 es una enfermedad mas compleja 
cuya incidencia va en aumento en todo el mundo a un ritmo 
alarmante. Lo mas probable es que la incidencia creciente de 
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la afeccion sea resultado de un cambio en el estilo de vida y los 
habitos alimentarios. Se cree que una dieta alta en calorias com- 
binada con un estilo de vida sedentario conduce a la secretion 
cronica de la insulina. Los niveles elevados de insulina estimulan 
demasiado a las celulas bianco del higado y en todas partes del 
cuerpo, lo cual conduce a una situation conocida como resisten¬ 
cia a la insulina, en la que estas celulas bianco dejan de responder 
a la presencia de la hormona. Esta conclusion la respaldan los 
experimentos geneticos en ratones que muestran que las muta- 
ciones en los genes para el receptor de la insulina o IRS-2, que 
torna a las celulas incapaces de reaccionar a la insulina, crean un 
fenotipo diabetico. Sin embargo, las mutaciones en estos genes 
son raras en la poblacion humana y aun se desconoce la razon 
exacta de la resistencia a la insulina. 

Sin importar cual sea el mecanismo que cause la resistencia 
a la insulina, produce un nivel elevado de glucosa en la sangre 
porque las celulas del cuerpo no pueden retirar azucar suficiente 
de la sangre. La concentration alta de glucosa sanguinea esti- 
mula la secretion adicional de insulina en el pancreas, mientras 
el cuerpo intenta aumentar la captation de glucosa en los teji- 
dos perifericos. Este tirculo vicioso de resistencia periferica a 
la insulina y mayor secretion de insulina conduce en muchos 
casos a la destruction de las celulas beta del pancreas. Una de 
las medidas terapeuticas para la diabetes consiste en prevenir la 
resistencia a la insulina, es decir, volver a las celulas mas sensibles 
a esta hormona. 

Los ratones que carecen de reguladores negativos de seria¬ 
lization del receptor para insulina, como la proteina tirosina 
fosfatasa IB (PTP-1B), tienen un aumento marcado de la sen- 
sibilidad a la insulina. Esto sugiere que las proteinas que parti- 
cipan en la via de transduction de senal de la insulina pueden 
usarse como blancos para los farmacos antidiabeticos. Esto lo 
ilustran las observaciones siguientes. La PTP-1B es una fosfa¬ 
tasa que al parecer elimina grupos fosfato de residuos de tirosi¬ 
na en el receptor para la insulina, lo que desactiva al receptor y 
detiene la respuesta a la hormona. En condiciones normales, los 
ratones que se alimentan con dietas ricas en grasa desarrollan 
resistencia a la insulina caracteristica de la diabetes tipo 2 y tam- 
bien se vuelven obesos. En cambio, los ratones que carecen de 
PTP-1B (es decir, con desactivacion de PTB-1B) y reciben una 
dieta rica en grasa desarrollan una mayor sensibilidad a la insu¬ 
lina y mantienen un nivel sanguineo de glucosa y peso corporal 
normales. Se presume que la ausencia de la fosfatasa PTP-1B 
en estos ratones manipulados de modo genetico interfiere con 
la desactivacion del receptor, lo que acentua la sensibilidad de 
los animales a la insulina. Estos estudios senalan un tratamiento 
para la diabetes con farmacos que inhiben de manera espetifica 
la version humana de PTP-1B. Por lo tanto, en la actualidad se 
investiga la PTP-1B como bianco farmacologico para la tera- 
peutica de la diabetes y la obesidad. 

Vias de serialization en las plantas 

Las plantas y animales comparten ciertos mecanismos basicos 
de senalizacion, como el uso de mensajeros Ca 2+ y fosfoinosi- 
tido, pero otras vias son unicas de cada reino. Por ejemplo, los 
nucleotidos ciclicos, que pueden ser mas ubicuos en los mensa¬ 
jeros celulares animales, pero parecen tener una funcion menor 
o nula en la senalizacion de la celula vegetal. Las cinasas de tiro¬ 
sina receptoras tampoco existen en las celulas vegetales. Por otro 


lado, como se explica mas adelante, las plantas contienen un tipo 
de cinasa de proteina que no existe en las celulas animales. 

Desde hace mucho se sabe que las celulas bacterianas 
tienen una cinasa de proteina que fosforila residuos de histi- 
dina y media la respuesta celular a varias senales ambientales. 
Hasta 1993 se pensaba que estas enzimas se limitaban a las 
bacterias, pero luego se descubrio en levaduras y plantas con 
flor. En ambos tipos de eucariotas, las enzimas eran proteinas 
transmembranosas con un dominio extracelular que actua como 
receptor para los estimulos externos y un dominio histidincinasa 
citoplasmico que transmite la serial al citoplasma. Una de las 
proteinas vegetales mejor estudiadas se codifica en el gen Etrl. 
El producto de este gen codifica un receptor para el gas etileno 
(C 2 H 4 ), una hormona vegetal que regula un conjunto diverso 
de procesos del desarrollo, incluida la germination de semillas, 
floracion y maduracion de frutos. La union del etileno con su 
receptor conduce a la transmision de senales por una via que es 
muy similar a la cascada de cinasa de MAP que se encuentra 
en levaduras y celulas animales. Como en otros eucariotas, los 
blancos corriente abajo de la via de la cinasa de MAP en las 
plantas son factores de transcription que activan la expresion 
de genes especificos que codifican las proteinas necesarias para 
la respuesta hormonal. Conforme los investigadores analicen la 
enorme cantidad de datos obtenidos de la identification de 
la secuencia AzArabidopsisy otros genomas vegetales, seran mas 
aparentes las similitudes y diferencias entre las vias de senaliza¬ 
cion de plantas y animales. 


REVISION 


1. Describa los pasos entre la union de una molecula de 
insulina en la superficie de una celula bianco y la acti¬ 
vation del efector PI3K. 4 En que difiere la action de la 
insulina de la de otros ligandos que actuan mediante las 
cinasas de tirosina receptoras? 

2. 4 Cual es la funcion de Ras en las vias de senalizacion?, 
4 como se afecta por la actividad de Ras-GAP?, 4 en que 
difiere Ras de la proteina G heterotrimerica? 

3. <;Que es un dominio SH2 y que papel tiene en las vias 
de senalizacion? 

4. 4 Como altera la cascada de cinasa de MAP la actividad 
de transcription de la celula? 

5. ^Cual es la relation entre la diabetes tipo 2 y la produc¬ 
tion de insulina?, 4 de que forma un farmaco que incre- 
menta la sensibilidad a la insulina podria ayudar a tratar 
esta enfermedad? 


15.5 A FUNCION DEL CALCIO _ 

CQMQ MENSAIERQ INTRACELULAR 

Los iones de calcio tienen un papel significativo en una 
gran variedad de actividades celulares, entre ellas la contraction 
muscular, division celular, secretion, fecundation, transmi¬ 
sion sinaptica, metabolismo, transcription, movimiento celular 
y apoptosis. En cada uno de estos casos, se recibe un mensa- 
je extracelular en la superficie de la celula el cual produce un 
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aumento drastico de la concentracion de iones calcio dentro del 
citosol. La concentracion de iones calcio en un compartimiento 
celular particular esta bajo el control de la actividad regulada de 
las bombas de Ca 2+ y los canales ionicos para Ca 2+ que se loca- 
lizan dentro de las membranas que rodean el compartimiento. 
La concentracion de iones Ca 2+ en el citosol de una celula en 
reposo se mantiene en niveles muy bajos, casi siempre alrededor 
de 10 -7 M. En cambio, la concentracion de los iones en el espa- 
cio extracelular o dentro de la luz del reticulo endoplasmico o 
una vacuola vegetal es 10 000 veces mas alta que en el citosol. 
El nivel citosolico de calcio se mantiene muy bajo porque: 1) 
los canales ionicos para Ca 2+ de las membranas plasmatica y 
del reticulo endoplasmico se mantienen cerrados, lo que hace 
que estas membranas sean muy impermeables a este ion, y 2) 
los sistemas de transporte del Ca 2+ impulsados por ATP de las 
membranas plasmaticas y del reticulo endoplasmico bombean 
calcio fuera del citosol. 2 El aumento anormal de la concentra¬ 
cion citosolica de Ca 2+ , como ocurre a veces por ejemplo en 
las celulas cerebrales despues de un accidente vascular cerebral, 
puede ocasionar muerte celular masiva. 

IP 3 y canales del Ca 2+ controlados por voltaje En paginas 
anteriores ya se describieron dos tipos principales de receptores 
de senales, los GPCR y los RTK. En la pagina 627 se menciono 
que la interaction de una molecula mensajera extracelular con 
un GPCR puede conducir a la activation de la enzima fosfo- 
lipasa C-beta, que divide al fosfoinositido PIP, para liberar la 
molecula IP,, la cual abre los canales del calcio en la membrana 
del reticulo endoplasmico y aumenta la concentration citosolica 
de Ca 2+ . Los mensajeros extracelulares que transmiten senales 
mediante RTK pueden iniciar una reaction similar. La principal 
diferencia es que los RTK activan miembros de la subfamilia de 
la fosfolipasa C-gamma, la cual tiene un dominio SH2 que les 
permite unirse con la RTK fosforilada activada. Existen otras 
dos isoformas de PLC, a saber: PLC8, que es activada por iones 
Ca 2+ , y PLCe, que es activada por Ras-GTP. Las cuatro iso¬ 
formas de PLC catalizan la misma reaction, que produce IP 3 y 
vincula una multitud de receptores de la superficie celular con 
un aumento en el Ca 2+ citoplasmico. Existe otra via importante 
que conduce al incremento de la [Ca 2+ ] citosolica, que se inclu- 
yo en la description sobre la transmision sinaptica de la pagina 
169. En este caso, un impulso nervioso induce la despolarizacion 
de la membrana plasmatica, lo cual abre los canales del calcio 
activados por voltaje en la membrana plasmatica, y ello posibili- 
ta el ingreso de iones calcio. 

Visualization de la concentracion citoplasmica de Ca 2+ en 
tiempo real La comprension del papel de los iones Ca 2+ 
en las respuestas celulares ha avanzado mucho con el desarro- 
llo de moleculas indicadoras que emiten luz en presencia de 
calcio libre. A mediados del decenio de 1980 se desarrollaron 
nuevos tipos de compuestos de union con calcio fluorescentes 
y muy sensibles (p. z].,fura-2). Estos compuestos se sintetizan 
de tai manera que ingresan a la celula por difusion a traves de 
su membrana plasmatica. Una vez dentro de la celula, el com- 
puesto se modifica a una forma incapaz de salir de la celula. Con 
estas sondas puede medirse la concentration de iones de calcio 


2 Las mitocondrias tambien poseen una fimcion relevante en el secuestro y liberacion 
de iones Ca 2+ , pero su papel aun no se comprende bien y no se trata en el texto. 


libres en diferentes partes de la celula viva a lo largo del tiempo 
mediante la vigilancia de la luz emitida con un microscopio de 
fluorescencia y tecnicas de imagenes por computadora. El uso 
de moleculas emisoras de luz sensibles al calcio ha permitido 
obtener imagenes sorprendentes de los complejos cambios espa- 
ciales y temporales en la concentration de calcio citosolico libre 
que ocurren en una sola celula como respuesta a varios tipos de 
estimulos. Esta es una de las ventajas de estudiar las respuestas 
mediadas por calcio en comparacion con las respuestas media- 
das por otros tipos de mensajeros cuya localization en la celula 
no es facil de visualizar. 

Segun sea el tipo de celula que responde, un estimulo par¬ 
ticular puede inducir oscilaciones repetidas de la concentration 
de iones libres de calcio, como se ve en la figura 15-9, o puede 
causar una oleada de liberation de Ca 2+ que se extiende desde 
un extremo de la celula al otro (vease fig. 15-27) o iniciar una 
liberation localizada y transitoria de Ca 2+ en una parte de la 
celula. La figura 15-25 muestra una celula de Purkinje, un tipo 
de neurona del cerebelo de los mamiferos que mantiene con- 
tacto sinaptico con miles de celulas mediante una red elaborada 
de dendritas postsinapticas. La micrografia de la figura 15-25 
muestra la liberation de calcio libre en una region localizada del 
“arbol” dendritico de la celula despues de la activation sinapti¬ 
ca. El brote de liberation de calcio se limita a esta region de la 
celula. 

Los receptores para IP, antes descritos son uno de los 
dos tipos principales de canales ionicos del Ca 2+ presentes en 
la membrana del reticulo endoplasmico; el otro tipo se llama 
receptores para rianodina ( RyR ) porque se unen con el alcaloi- 
de vegetal toxico la rianodina. Los receptores para rianodina se 
hallan sobre todo en celulas excitables y se estudian mejor en 
las celulas de musculo esqueletico y cardiaco, donde median el 
aumento de los niveles de Ca 2+ despues de la llegada de un 
potential de action. Las mutaciones en la isoforma cardiaca de 
RyR se han vinculado con la muerte subita durante el ejercicio. 
Segun sea el tipo de celula en el que se encuentren, los RyR 
pueden abrirse por diversos agentes, incluido el mismo calcio. El 
ingreso de una cantidad limitada de calcio por los canales abier- 
tos en la membrana plasmatica induce la abertura de receptores 
para la rianodina en el reticulo endoplasmico, lo que induce la 
liberation de Ca 2+ hacia el citosol (fig. 15-26). Este fenomeno 
se conoce como liberacion de calcio inducidapor calcio ( CICR ). 

Las senales extracelulares que se transmiten por iones Ca 2+ 
casi siempre actuan mediante la abertura de una pequena can¬ 
tidad de canales ionicos para Ca 2+ en la superficie celular en el 
sitio del estimulo. A medida que los iones Ca 2+ se apresuran 
por estos canales y entran al citosol, actuan sobre los canales 
ionicos cercanos para Ca 2+ en el reticulo endoplasmico, con lo 
que estos canales se abren y liberan mas calcio hacia las regio- 
nes adyacentes del citosol. En algunas respuestas, la elevation 
de los niveles de Ca 2+ se mantiene localizada en una peque¬ 
na region del citosol (como en la figura 15-25). En otros casos 
una ola propagada de liberation de calcio se disemina por todo 
el compartimiento citosolico. Una de las oleadas de Ca 2+ mas 
impresionantes ocurre en el minuto siguiente a la fecundation y 
se produce por el contacto del espermatozoide con la membrana 
plasmatica del huevo (fig. 15-27). El incremento subito de la 
concentration citoplasmica de calcio despues de la fecundation 
inicia varios fenomenos, incluida la activation de cinasas depen- 
dientes de ciclina (pag. 574) que impulsan al cigoto a su primera 
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FIGURA 15-25 Demostracion experimental de la liberacion localizada de 
Ca 2+ intracelular dentro de la dendrita de una neurona. El mecanismo 
de liberacion de Ca 2+ mediado por IP 3 de las reservas intracelulares se 
describe en la pagina 628. En esta micrografia que muestra una parte de 
una complejfsima celula de Purkinje (neurona) del cerebelo se produjo una 
liberacion local de iones calcio en una de las dendritas. La liberacion de 
calcio (mostrada en rojo) se indujo en la dendrita despues de la production 
local de IP 3 , la cual sigue a la activation repetitiva de una sinapsis cercana. 
Los sitios de liberacion de iones Ca 2+ se revelan por la fluorescencia de 
un indicador de calcio fluorescente que se cargo en la celula antes de la 
estimulacion. (Tomada de Elizabeth A. Finch y George J. Augusti¬ 
ne. Nature, vol. 396, portada del 24/12/1998; © 1998, Macmillan 
Magazines Limited.) 


Canal del Ca + activado por voltaje Intercambiador de Na + /Ca 2+ 



FIGURA 15-26 Liberacion de calcio inducida por calcio, tal y como ocurre en 
las celulas excitables como el musculo cardiaco. La despolarizacion en el voltaje 
de la membrana produce la abertura de los canales del calcio activados por 
voltaje en la membrana plasmatica, lo que permite la entrada de un escaso 
Ca 2+ (paso 1) al citosol. Los iones calcio se unen con los RyR en la membra¬ 
na del SER (paso 2), lo que induce la liberacion del calcio almacenado en el 
citosol (paso 3), que inicia la contraction de la celula. Luego los iones calcio 
son retirados del citosol por accion de bombas del Ca 2+ situadas en la mem¬ 
brana del SER (paso 4) y un sistema de transporte secundario de Na + /Ca 2+ 
en la membrana plasmatica (paso 5), lo que causa la relajacion. Este ciclo se 
repite despues de cada latido cardiaco. (Reimpresa con autorizacion de 
M. J. Berridge, Nature 361:317,1993; © 1993, Macmillan Magazines 
Limited.) 
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FIGURA 15-27 Oleada de calcio en un huevo de estrella de mar inducida 
por la fecundacion con un espermatozoide. Se inyecto un pigmento fluo¬ 
rescente sensible al calcio en el huevo no fecundado, luego se fecundo y 
se fotografio a intervalos de 10 s. Se observa que el incremento de la con¬ 
centration de calcio se extiende del punto de entrada del espermatozoide 


(flecha) a todo el huevo. El color azul se refiere a [Ca 2+ ] libre baja, mientras 
que el color rojo a [Ca 2+ ] libre alta. Una oleada similar de Ca 2+ se produce 
en los huevos de los mamfferos mediante la formation de IP 3 por accion 
de una fosfolipasa C que introduce el espermatozoide al huevo durante la 
fecundacion. (Cortesia de Stephen A. Stricker.) 
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division mitotica. Las oleadas de calcio son transitorias porque 
los iones se bombean con rapidez fuera del citosol y de regreso 
al reticulo endoplasmico o al espacio extracelular. 

Proteinas fijadoras de Ca 2+ A diferencia del cAMP, cuya 
action siempre esta mediada por la estimulacion de una cinasa 
de proteina, el calcio puede afectar a diferentes tipos de efecto- 
res celulares, incluidas las cinasas de proteina (cuadro 15-5). De 
acuerdo con el tipo celular, los iones de calcio pueden activar 
o inhibir varios sistemas enzimaticos y de transporte, cambiar 
la permeabilidad ionica de las membranas, inducir fusion de 
membranas o alterar la estructura y funcion del citoesqueleto. El 
calcio no precipita estas reacciones por si mismo, sino que actua 
junto con diversas proteinas de union con calcio (los ejemplos 
se presentan en las paginas 306 y 374). La proteina de union 
con calcio mejor conocida es la calmodulina, que participa en 
muchas vias de serialization. 

La calmodulina se encuentra en todas las plantas, anima- 
les y microorganismos eucariotas y tiene la misma secuencia de 
aminoacidos de un extremo al otro del espectro eucariota. Cada 
molecula de calmodulina (fig. 15-28) posee cuatro sitios de 
union para el calcio. La calmodulina no tiene afinidad suficiente 
por el Ca 2+ para unirse al ion en una celula no estimulada. Sin 
embargo, si la concentration de Ca 2+ se eleva como reaction a 
un estimulo, los iones se unen con la calmodulina y eso cam- 
bia la conformation de la proteina y aumenta su afinidad para 


Cuadro 15-2 


Ejemplos de proteinas de mamiferos 
activadas por Ca 2+ 


Proteina 

Funcion de la proteina 

Troponina C 

Modulador de la contraction muscular 

Calmodulina 

Modulador ubicuo de cinasa de proteinas 
y otras enzimas (MLCK, cinasa II de 
CaM, adenililciclasa I) 

Calretinina, retinina 

Activador de guanililciclasa 

Calcineurina B 

Fosfatasa 

Calpaina 

Proteasa 

PLC especifica para PI 

Generador de IP 3 y diacilglicerol 

Actinina alfa 

Proteina agrupadora de actina 

Anexina 

Interviene en endocitosis y exocitosis, 
inhibition de PLA 2 

Fosfolipasa A 2 

Productor de acido araquidonico 

Cinasa de proteina C 

Cinasa de proteina ubicua 

Gelsolina 

Proteina cortadora de actina 

Receptor de IP 3 

Efector de la liberation intracelular 
de Ca 2+ 

Receptor para 

Efector de la liberation intracelular 

rianodina 

de Ca 2+ 

Intercambiador 

Efector del intercambio de Ca 2+ por 

Na + /Ca 2+ 

Na + a traves de la membrana plasmatica 

AFPasa de Ca 2+ 

Bombea Ca 2+ a traves de las membranas 

Antiportadores 

Intercambiador de Ca 2+ por iones 

de Ca 2+ 

monovalentes 

Caldesmon 

Regulador de la contraction muscular 

V ilina 

Organizador de actina 

Arrestina 

Terminador de la reaction fotorreceptora 

Calsecuestrina 

Amortiguador de Ca 2+ 


Adaptado de D. E. Clapham, Cell 80:260,1995; con autorizacion de los derechos 
reservados de Cell Press. 


varios efectores. Segun sea el tipo celular, el complejo calcio- 
calmodulina (Ca 2+ -CaM) puede unirse con una cinasa de pro¬ 
teina, una fosfodiesterasa de nucleotido ciclico, canales ionicos 
e incluso con el sistema de transporte de calcio de la membrana 
plasmatica. En este ultimo caso, los niveles crecientes de calcio 
activan el sistema encargado de liberar a la celula de cantidades 
excesivas del ion, lo que constituye un mecanismo de autorre- 
gulacion para mantener las concentraciones intracelulares bajas 
de calcio. El complejo Ca 2+ -CaM tambien puede estimular la 
transcription genica mediante la activation de varias cinasas de 
proteina (CaMK) que fosforilan factores de transcription. En el 
caso mejor estudiado, una de estas cinasas de proteina fosforila a 
CREB en el mismo residuo de serina que PKA (fig. 15-12). 


Regulacion de las concentraciones de calcio 
en las celulas vegetales 

Los iones calcio (que actuan en conjunto con la calmodulina) 
son mensajeros intracelulares importantes en las celulas vege¬ 
tales. El nivel de calcio citosolico cambia en forma drastica en 
ciertas celulas vegetales como respuesta a diversos estimulos, 



FIGURA 15-28 Calmodulina. Diagrama de cinta de la calmodulina (CaM) 
con cuatro iones calcio unidos (esferas blancas). La union de estos iones 
Ca 2+ cambia la conformacion de la calmodulina y deja expuesta la superfi- 
cie hidrofoba que promueve la interaction de Ca 2+ -CaM con una gran can- 
tidad de proteinas bianco. (Cortesia de Michael Carson, University 
of Alabama en Birmingham.) 
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incluidos cambios de la luz, presion, gravedad y la concentracion 
de hormonas vegetales, como el acido abscisico. La concentra¬ 
cion de Ca 2+ en el citosol de una celula vegetal en reposo se 
mantiene muy baja mediante la action de proteinas de trans- 
porte situadas en la membrana plasmatica y la membrana de las 
vacuolas (tonoplasto). 



Poro del 
estoma 

Celulas 

guardianas 


(a) 




(b) 


Vacuola 


FIGURA 15-29 Modelo simplificado del papel del calcio en el cierre de la 
celula guardiana. a) Fotografia de los estomas, cada uno flanqueado por un 
par de celulas guardianas. Los estomas se mantienen abiertos mientras la 
presion de turgencia se conserva alta dentro de las celulas guardianas, lo que 
hace que se abulten hacia afuera como se advierte aqui. b) Uno de los factores 
que controla el tamano de los poros es la hormona acido abscisico (ABA). 
Cuando se elevan los niveles de ABA, se abren los canales ionicos para calcio 
de la membrana plasmatica, lo que permite la entrada de Ca 2+ (paso 1) y ello 
desencadena la liberation de Ca 2+ de las reservas internas (paso 2). La ele- 
vacion posterior de la concentracion intracelular de calcio cierra los canales 
de entrada del K + (paso 3a) y abre los canales de salida del K + (paso 3b). La 
salida de potasio se acompana de la de cloro. Estos movimientos ionicos pro- 
ducen una caida de la concentracion interna de solutos y perdida osmotica de 
agua (paso 4). ( A , Jeremy Burgess/Photo Researchers.) 


El papel del Ca 2+ en la serialization de las celulas vegeta¬ 
les se ilustra en las celulas guardianas que regulan el diametro 
de los poros microscopicos (estomas) de una hoja (fig. 15-29 a). 
Los estomas son un sitio importante de perdida de agua en las 
plantas (pag. 235) y el diametro de su abertura esta controlado 
de manera estricta, lo cual previene la desecacion. El diametro 
del estoma disminuye cuando decae la presion del liquido (tur- 
gencia) en la celula guardiana. A su vez, el descenso de la presion 
de turgencia se debe a la disminucion de la concentration ionica 
(osmolaridad) de la celula guardiana. Las condiciones adversas, 
como las temperaturas elevadas y la humedad baja, estimulan la 
liberation de acido abscisico, lo cual abre los canales del calcio 
en la membrana plasmatica de la celula guardiana (fig. \5-29b). 
La entrada resultante de Ca 2+ al citosol activa la liberation de 
mas Ca 2+ de las reservas intracelulares. La concentration alta de 
Ca 2+ citosolico induce el cierre de los canales de entrada del K + 
en la membrana plasmatica y la abertura de los canales de salida 
del K + . Estos cambios producen una salida neta de iones K + (y 
de iones CL que los acompanan) con descenso de la presion de 
turgencia. 


REVISION 



1. ^Como se mantiene la [Ca 2+ ] del citosol en un nivel 
tan bajo?, ^como cambia la concentracion en respuesta 
a los estimulos? 


2. ^Cual es el papel de las proteinas de union con calcio 
como la calmodulina en la induction de una respuesta? 

3. Describa el papel del calcio en la mediation del diame¬ 
tro de los estomas en las celulas guardianas. 


15.6 CONVERGENCIA. DIVERGENCE 
Y COMUNICACION CRUZADA ENTRE 

DIFERENTES VIAS DE SENALIZACION 


Las vias de serialization antes descritas, e ilustradas de 
manera esquematica en las diversas figuras, muestran vias linea- 
les que conducen de manera directa a un receptor en la superfi- 
cie celular a un bianco final. En realidad, las vias de senalizacion 
de la celula son mucho mas complejas. Por ejemplo: 

• Las senales de diversos receptores no relacionados, cada uno 
unido con su propio ligando, pueden converger para activar 
un efector comfin, como Ras o Raf. 

• Las senales del mismo ligando, como EGF o insulina, pue¬ 
den divergir para activar varios efectores distintos, lo que 
conduce a diversas respuestas celulares. 

• Las senales pueden ir y venir entre diferentes vias, un feno- 
meno conocido como comunicacion cruzada. 

Estas caracteristicas de las vias de senalizacion celular se ilustran 
en el esquema de la figura 15-30. 

Las vias de senalizacion proporcionan un mecanismo para 
dirigir la information a traves de una celula, algo similar a la 
manera en que el sistema nervioso central dirige la information 
hacia los diferentes organos del cuerpo y de regreso. Del mis¬ 
mo modo el sistema nervioso central reune information sobre 























650 Capitulo 15 SENALIZACION CELULAR Y TRANSDUCCION DE SENALES: COMUNICACION ENTRE LAS CELULAS 


Receptores unidos con proteina G 


Acetilcolina, histamina, 

NA, 5-HT, ATP, PAF, TXA 2 , 
glutamato, angiotensina II, 
vasopresina, bradicinina, 
sustancia P, bombesina, 
neuropeptido Y, trombina, 
colecistocinina, endotelina, 
neuromedina, TRH, GnRH, 
PTH, 

Odorantes, luz 


Receptores unidos con tirosincinasa 


PDGF, 
EGF, etc. 


■\ 





R 
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FIGURA 15-30 Ejemplos de convergencia, divergencia y comunicacion 
cruzada entre varias vias de transduccion de senales. Este dibujo muestra 
los esbozos de las vias de transduccion de senales iniciadas por receptores 
que actuan mediante proteinas G heterotrimericas y proteintirosincinasas 
receptoras. Se observa que las dos convergen por la activacion de diferentes 
isoformas de fosfolipasa C y ambas conducen a la production de los mismos 
segundos mensajeros (IP 3 y DAG). La activacion de RTK por PDGF o 


EGF da lugar a la transmision de senales por tres vias diferentes, un ejemplo 
de divergencia. La comunicacion cruzada entre los dos tipos de vias la ilus- 
tran los iones de calcio, los cuales se liberan del reticulo endoplasmico liso 
por la action de IP 3 y luego pueden actuar sobre varias proteinas, incluida la 
cinasa de proteina C (PKC), cuya actividad tambien se estimula por DAG. 
(Tomada de M. J. Berridge, reimpresa con autorizacion de Nature 
vol. 361, p. 315,1993. © 1993, Macmillan Journals Limited.) 


el ambiente a partir de varios organos sensitivos, la celula recibe 
information sobre su ambiente mediante la activation de varios 
receptores de superficie, los cuales actuan como sensores para 
detectar los estimulos extracelulares. A1 igual que los organos 
de los sentidos son sensibles a ciertas formas de estimulos (p. 
ej., luz, presion u ondas sonoras), los receptores de la superfi- 
cie celular pueden unirse solo con ligandos especificos y no se 
afectan por la presencia de una gran variedad de moleculas sin 
relation. Una sola celula puede tener docenas de receptores dis- 
tintos que emiten senales hacia el interior de la celula al mismo 
tiempo. Una vez que se interiorizan en la celula, las senales de 
estos receptores pueden derivarse en forma selectiva por muchas 
vias de serialization diferentes que pueden hacer que la celula 
se divida, cambie de forma, active una via metabolica particular 
e incluso cometa suicidio (se describe en la siguiente section). 
De esta manera, la celula incorpora la information que le llega de 
distintas fuentes y establece una respuesta integral apropiada. 

Ejemplos de convergencia, divergencia 
y comunicacion cruzada entre vfas 
de senalizacion 

1. Convergencia. En este capitulo ya se han descrito dos tipos 
distintos de receptores de la superficie celular: receptores 
unidos con proteina G y tirosincinasas receptoras. Otro 
tipo de receptor de la superficie celular con capacidad para 
transduction de senales se describe en el capitulo 7, las inte- 


grinas. Aunque estos tres tipos de receptores pueden unirse 
con ligandos muy distintos, todos ellos pueden conducir a la 
formation de sitios de acoplamiento con fosfotirosina para 
el dominio SH2 de la proteina adaptadora Grb2 muy proxi- 
mos a la membrana plasmatica (fig. 15-31). El reclutamiento 
de complejos Grb2-Sos conduce a la activation de Ras y la 
transmision de senales por la via de la cinasa de MAR Como 
resultado de esta convergencia, las senales de los diversos 
receptores pueden conducir a la transcription y traduction 
de un conjunto similar de genes promotores del crecimiento 
en cada celula bianco. 

2. Divergencia. La evidencia de divergencia de la serial existe 
en todos los ejemplos de transduction de serial que se han 
descrito en este capitulo. Revise las figuras 15-13 y 15-23^, c 
en las que se ilustra como un solo estimulo (un ligando que se 
une con un GPCR o un receptor para insulina) emite senales 
por una gran variedad de vias distintas. 

3. Comunicacion cruzada. En las secciones previas se exami- 
naron varias vias de senalizacion como si cada una fuera una 
cadena de fenomenos independiente y lineal. De hecho, los 
circuitos de information que operan en la celula se pare- 
cen mas a una red interconectada en la que los componen- 
tes producidos en una via pueden participar en fenomenos 
que ocurren en otras vias. Mientras mas se aprende sobre la 
serialization en las celulas se descubren mas comunicaciones 
cruzadas entre las vias de senalizacion. En lugar de intentar 
catalogar estas las maneras en que la information puede ir y 
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Matriz extracelular 


Factores de crecimiento: 
Neurotransmisores, p. ej., EGF, PDGF 
hormonas, factores At 



. , Receptor 

lntegnna unidocon 





Cascada de la cinasa de MAP 


FIGURA 15-31 Las senates transmitidas de un receptorunido con proteina 
G, una integrina y una tirosincinasa receptora convergen en Ras y luego 
se transmiten a to largo de la cascada de cinasa de MAP. 


Receptor Factor de 
para EGF crecimiento 



venir dentro de una celula, se presenta un ejemplo en el que 
interviene el cAMP e ilustra la importancia de este tipo de 
comunicacion cruzada. 

Ya se presento al AMP cfclico como el iniciador de una 
cascada de reacciones que conduce a la movilizacion de glu- 
cosa. Sin embargo, el cAMP tambien puede inhibir el creci¬ 
miento de diversas celulas, como los fibroblastos y las celulas 
adiposas, mediante el bloqueo de las senales transmitidas por 
la cascada de la cinasa de MAP. Se cree que el AMP ciclico 
realiza esta tarea mediante la activation de PKA, la cinasa 
dependiente de cAMP que puede fosforilar e inhibir a Raf, 
la proteina que encabeza la cascada de la cinasa de MAP 
(fig. 15-32). Estas dos vias tambien se intersecan con otro 
efector importante de la serialization, el factor de transcrip¬ 
tion CREB. CREB se describio en la pagina 631 como un 
efector terminal de las vias mediadas por cAMP. Durante 
anos se asumio que a CREB solo podia fosforilarlo la cinasa 
dependiente de cAMP, la PKA. En los ultimos anos se torno 
evidente que CREB es sustrato de una variedad mucho mas 
amplia de cinasas. Por ejemplo, una de las cinasas que fosfo- 
rila a CREB es Rsk-2, que es sustrato de MAPK de la via de 
la cinasa de MAP (fig. 15-32). En realidad, tanto PKA como 
Rsk-2 fosforilan a CREB en el mismo residuo de aminoaci- 
do, Serl33, lo que puede dotar al factor de transcription del 
mismo potential en ambas vias. 

En estos ejemplos de convergencia, divergencia y comunica¬ 
cion cruzada surge una pregunta importante aun sin responder: 


FIGURA 15-32 Un ejemplo de comunicacion cruzada entre dos vias princi- 
pales de senalizacion. El AMP cfclico actua en algunas celulas mediante la 
cinasa PKA dependiente de cAMP para bloquear la transmision de senales 
de Ras a Raf, la cual inhibe la activacion de la cascada de cinasa de MAP 
Ademas, la PKA y las cinasas de la cascada de cinasa de MAP fosforilan al 
factor de transcripcion CREB en el mismo residuo de serina, lo que activa 
al factor de transcripcion y permite que se una con sitios especfficos del 
DNA. 


^de que manera los distintos estimulos pueden inducir reacciones 
diferentes, incluso si utilizan vias similares? Por ejemplo, PI3K 
es una enzima que se activa por muchos estimulos diversos, entre 
ellos la adhesion celular a la matriz extracelular, insulina y EGF. 
^Como la activacion de PI3K en una celula hepatica estimulada 
por la insulina promueve la sintesis de proteina, mientras que la 
activacion de Pl3K en una celula epitelial adherente promue¬ 
ve la supervivencia celular? Al final, estas respuestas celulares 
contrastantes deben ser resultado de diferencias en la composi¬ 
tion proteica de los diferentes tipos celulares. Es probable que 
parte de la respuesta radique en el hecho de que distintas celu- 
las tienen diferentes versiones (isoformas) de estas proteinas, 
incluida PI3K. Algunas de estas isoformas se codifican en genes 
distintos, pero relacionados, mientras que otras se generan por 
empalme alternativo (pag. 531) u otros mecanismos. Por ejem¬ 
plo, las distintas isoformas de PI3K, PKB o PLC pueden unirse 
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con distintos conjuntos de componentes en ambos sentidos de 
la via, lo cual permitiria que vias similares indujeran reaccio- 
nes diferentes. No obstante, no es probable que la variation de 
la isoforma explique la extraordinaria diversidad de respuestas 
celulares mucho mejor que las diferencias en las estructuras de 
las neuronas pueden explicar el espectro de respuestas suscitadas 
por el sistema nervioso. Es deseable que, cuando se describan las 
vias de serialization de mas y mas celulas, se comprenda mejor 
la especificidad que puede alcanzarse con el uso de moleculas 
similares de serialization. 


15.7 LA FIJNCIQN DEL QXIDQ NITRICQ 
CQMQ MENSAJERO INTERCELULAR 

Durante el decenio de 1980 se descubrio un tipo nue- 
vo de segundo mensajero que no era un compuesto organico, 
como el cAMP, ni un ion, como el Ca 2+ ; se trataba de un gas 
inorganico, el oxido nitrico (NO). Este compuesto es inusual 
porque actua como un mensajero extracelular, mediando la 
comunicacion intercelular, y como un segundo mensajero, den- 
tro de la celula en la cual se genera. El NO se forma a partir del 
aminoacido L-arginina en una reaction que requiere oxigeno y 
NADPH y que es catalizada por la enzima sintetasa del oxido 
nitrico (NOS). Desde su descubrimiento se ha hecho eviden- 



FIGURA 15-33 Una via de transduccion de senalque opera mediante el NO 
y el GMP ciclico y produce dilatacion de los vasos sangumeos. Los pasos 
ilustrados en la figura se describen en el texto. (Tomada de R. G. Knowles 
y S. Moncada, Trends Biochem Sci 17:401,1992.) 


te que el NO interviene en una miriada de procesos biologi- 
cos incluidos anticoagulacion, neurotransmision, relajacion del 
musculo liso y perception visual. 

Como sucede con muchos fenomenos biologicos, el des¬ 
cubrimiento de que el NO fiinciona como segundo mensaje¬ 
ro se origino en una observation accidental. Durante mucbos 
afios se habia sabido que la acetilcolina actua en el cuerpo para 
relajar las celulas de musculo liso de los vasos sangumeos, pero 
la respuesta no pudo duplicarse in vitro. Cuando se incubaban 
in vitro porciones de grandes vasos sangumeos, como la aorta, 
con concentraciones fisiologicas de acetilcolina, la preparation 
mostraba poca o nula reaction. A final del decenio de 1970, 
Robert Furchgott, un farmacologo del New York State Medical 
Center, estudiaba la respuesta in vitro de fragmentos de aorta de 
conejo a varios agentes. En este estudio initial, Furchgott utilizo 
tiras de aorta que se habian disecado del organo. Por razones 
tecnicas, Furchgott cambio de tiras de tejido aortico a anillos 
aorticos y descubrio que las nuevas preparaciones reaccionaban 
a la acetilcolina con relajacion. La investigation adicional revelo 
que las tiras no mostraban la respuesta de relajacion porque la 
capa endotelial delicada que recubre la aorta se habia despren- 
dido durante la diseccion. Este hallazgo sorprendente sugirio 
que las celulas endoteliales participaban de alguna manera en 
la reaction de las celulas musculares adyacentes. En los estudios 
siguientes se encontro que la acetilcolina se une con los recep- 
tores en la superficie de las celulas endoteliales, lo que conduce 
a la production y liberation de un agente que se difunde por la 
membrana plasmatica de la celula y hace que las celulas muscu¬ 
lares se relajen. En 1986, Louis Ignarro de la UCLA y Salvador 
Moncada de los Wellcome Research Labs en Inglaterra identifica- 
ron que el agente con capacidad de difusion era el oxido nitrico. 
Los pasos en la respuesta de relajacion inducida por acetilcolina 
se ilustran en la figura 15-33. 

La union de acetilcolina a la superficie externa de una celu¬ 
la endotelial (paso 1, fig. 15-33) representa una serial para el 
aumento de la concentration citosolica de Ca 2+ (paso 2) que 
activa a la sintetasa de oxido nitrico (paso 3). El NO formado 
en la celula endotelial se difunde por la membrana plasmatica 
y hacia las celulas adyacentes de musculo liso (paso 4), donde 
se une y estimula a ia guanililciclasa (paso 5), la enzima que 
sintetiza el GMP ciclico (cGMP), que es un segundo mensaje¬ 
ro importante de estructura similar al cAMP. El GMP ciclico 
causa un descenso de la concentration citosolica de Ca 2+ , lo que 
induce la relajacion de la celula muscular (paso 6) y dilatacion 
del vaso sanguineo. 

NO como activador de la guanililciclasa El descubrimien¬ 
to de que el NO actua como activador de la guanililciclasa lo 
hicieron Ferid Murad y sus colegas a finales del decenio de 
1970 en la University of Virginia. Murad trabajaba con “azida” 
(N 3 ), un inhibidor potente del transporte de electrones, y por 
casualidad descubrio que la molecula estimulaba la production 
de cGMP en extractos celulares. Al final, Murad y sus colegas 
demostraron que la “azida” se convertia por medios enzimaticos 
en oxido nitrico, el cual era el activador real de la guanililciclasa. 
Estos estudios tambien explicaron la action de la nitroglicerina, 
que se habia usado desde el decenio de 1860 para tratar el dolor 
anginoso que se produce por el flujo sanguineo insuficiente al 
corazon. La nitroglicerina se metaboliza hasta oxido nitrico, el 
cual estimula la relajacion del musculo liso que recubre los vasos 
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sangumeos del corazon, lo que incrementa el flujo sanguineo en 
el organo. Los beneficios terapeuticos de la nitroglicerina se des- 
cubrieron mediante una observacion interesante. Las personas 
con cardiopatia que trabajaban con nitroglicerina en la fabrica 
de dinamita de Alfred Nobel sufrian mas la angina los dias que 
no iban a trabajar. Fue apropiado que el premio Nobel, que se 
fundo con una donacion de Alfred Nobel, se otorgara en 1998 
por el descubrimiento del NO como agente de serialization. 

Inhibition de fosfodiesterasa El descubrimiento del NO 
como segundo mensajero tambien condujo al desarrollo del 
sildenafilo. Durante la excitation sexual, las terminaciones ner- 
viosas del pene liberan NO, el cual produce la relajacion de las 
celulas musculares lisas en el recubrimiento de los vasos sangui- 
neos penianos e ingurgitation del organo con sangre. Como se 
describio antes, el NO media esta respuesta en las celulas del 
musculo liso con la activation de la enzima guanililciclasa y la 
sintesis posterior de cGMP. El sildenafilo (y farmacos afines) 
no tiene efecto en la liberation de NO ni en la activation de la 
guanililciclasa, sino que actua como inhibidor de la fosfodieste¬ 
rasa de cGMP, la enzima que destruye al cGMP. La inhibition 
de esta enzima lleva al mantenimiento de los niveles elevados de 
cGMP, lo que promueve el desarrollo y mantenimiento de la 
erection. El sildenafilo es muy especifico para una isoforma par¬ 
ticular de la fosfodiesterasa de cGMP, PDE5, que es la version 
que actua en el pene. Otra isoforma de la enzima, PDE3, tiene 
una funcion clave en la regulation de la contraction del musculo 


cardiaco, pero por fortuna no se inhibe con el medicamento. El 
sildenafilo se descubrio cuando un posible medicamento antian- 
ginoso tuvo efectos secundarios inesperados. 

La investigation reciente revelo que el NO posee varias 
acciones en el cuerpo que no implican la production de cGMP. 
Por ejemplo, el NO se agrega al grupo —SH de ciertos residuos 
de cisteina en diversas proteinas, incluidos la hemoglobina, Ras, 
canales de rianodina y caspasas. Esta modification posterior a la 
traduction, llamada S-nitrosi/acion, altera la actividad o propie- 
dades de la proteina. 


REVISION 


1. Describa los pasos de la via de serialization mediante 
la cual el oxido nitrico media la dilatation de los vasos 
sangumeos. 


15.8 APOPTOSIS (MUERTE CELULAR _ 

PROGRAMADA) 

La apoptosis, o muerte celular programada, es un 
hecho normal en el que una secuencia organizada de fenome- 
nos conduce a la muerte de la celula. La muerte por apoptosis es 
un proceso limpio y ordenado (fig. 15-34) caracterizado por el 



(b) 




FIGURA 15-34 Comparacion de una celula normal y celulas apoptosicas. 

ay b) micrografias electronicas de barrido de una celula normal {a) y una 
celula apoptosica ( b ) de un hibridoma de celulas T. La celula que se somete 
a apoptosis tiene muchas vesiculas superficiales que se desprenden de la 
celula. La barra equivale a 4 pm. c ) Micrografia electronica de transmision 
de una celula apoptosica tratada con un inhibidor que detiene la apoptosis 
en la etapa de vesiculas de membrana. ( A y B } tomadas de Y. Shi y D. R. 
Green, en S. J. Martin et al., Trends Biochem Sci 19:28, 1994; C, 

CORTESIA DE NlCOLA J. McCARTHY.) 
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encogimiento general del volumen de la celula y su nucleo, per- 
dida de adhesion a las celulas contiguas, formacion de vesiculas 
en la superficie celular, diseccion de la cromatina en pequenos 
fragmentos y englobamiento rapido del “cadaver” por fagoci- 
tosis. 

^Por que el cuerpo tiene celulas indeseables y donde se 
encuentran las celulas que estan marcadas para la eliminacion? 
La respuesta sintetica es la siguiente: en casi cualquier par¬ 
te donde se busque. Se ha estimado que en el cuerpo humano 
cada dia mueren 10 10 a 10 n celulas por apoptosis. Por ejemplo, 
durante el desarrollo embrionario las neuronas crecen a partir 
del sistema nervioso central para inervar organos que se encuen¬ 
tran en la periferia del cuerpo. Por lo general, crecen muchas 
mas neuronas de las necesarias para la inervacion normal. Las 
neuronas que began a su destino reciben una serial del tejido 
bianco que les permite sobrevivir. Las neuronas que no encuen¬ 
tran el camino hasta el tejido bianco no reciben la senal de 
supervivencia y al final se eliminan por apoptosis. Los linfocitos 
T son celulas del sistema inmunologico, que reconocen y des- 
truyen a las celulas bianco anormales o infectadas con patoge- 
nos. Estas celulas bianco se reconocen por receptores especificos 
que se encuentran en la superficie de los linfocitos T. Durante 
el desarrobo embrionario se producen linfocitos T que tienen 
receptores capaces de unirse con firmeza a las proteinas presen- 
tes en la superficie de las celulas normales dentro del cuerpo. 
Los linfocitos T que tienen esta peligrosa capacidad se eliminan 
por apoptosis (vease fig. 17-24). La apoptosis tambien participa 
en la eliminacion de celulas que sufrieron dano genomico irre¬ 
parable. Esto es importante porque el dano a la copia genetica 
puede derivar en la division celular no regulada y desarrobo de 
cancer. Por ultimo, la apoptosis parece participar en enferme- 
dades neurodegenerativas como las de Alzheimer, Parkinson y 
Huntington. La eliminacion de neuronas esenciales durante la 
progresion de la afeccion conduce a la perdida de memoria o 
la coordination motora. Estos ejemplos muestran que la apop¬ 
tosis es importante para mantener la homeostasis en los organis- 
mos multicelulares y que la faba de la regulation de la apoptosis 
puede ocasionar danos graves al organismo. 

John Kerr, Andrew Wybie y A. R. Currie de la Aberdeen 
University en Escocia acunaron el termino “apoptosis” en 1972, 
en un documento trascendental que describia por primera vez 
los fenomenos coordinados que ocurrian durante la muerte 
programada de una gran variedad de celulas. La information 
sobre la base molecular de la apoptosis se revelo por primera 
vez en los estudios con el gusano nematodo C. elegans, cuyas 
celulas pueden seguirse con absoluta precision durante el desa¬ 
rrobo embrionario. De las 1 090 celulas producidas durante el 
desarrollo de este gusano, 131 se destinaban a morir por apo¬ 
ptosis. En 1986, Robert Horvitz y sus colegas del Massachusetts 
Institute of Technology descubrieron que los gusanos que tenian 
una mutation en el gen CED-3 continuaban con el desarrobo 
sin perder ninguna de sus celulas por apoptosis. Este habazgo 
sugirio que el producto del gen CED-3 tenia un papel crucial 
en el proceso de la apoptosis en este organismo. Una vez que se 
identified el gen en un organismo, como un nematodo, los inves- 
tigadores pueden buscar genes homologos en otros organismos, 
como los seres humanos u otros mamiferos. La identification 
del gen CED-3 en los nematodos condujo al descubrimiento de 
una familia homologa de proteinas en los mamiferos, que aho- 
ra se baman caspasas. Las caspasas son un grupo distintivo de 


proteasas de cisteina (proteasas con un residuo clave de cisteina 
en su sitio catalitico) que se activan en una etapa temprana de la 
apoptosis y desencadenan la mayoria o todos los cambios obser- 
vados durante la muerte celular. Las caspasas realizan esta tarea 
mediante la division de un grupo selecto de proteinas esenciales. 
Entre los blancos de las caspasas figuran los siguientes: 

• Mas de una docena de cinasas de proteina, incluida la cinasa de 
adhesion focal (FAK), PKB, PKCy Rafl. Por ejemplo, se pre- 
supone que la inactivation de FAK interrumpe la adhesion 
celular, con lo que se desprende la celula apoptosica de sus 
vecinas. 

• Ldminas, que constituyen el recubrimiento interno de la 
envoltura nuclear. La separation de las laminas conduce 
al desensamble de la lamina nuclear y al encogimiento del 
nucleo. 

• Proteinas del citoesqueleto, como las de los filamentos interme- 
dios, actina, tubulina y gelsolina. La division y desactivacion 
consecuente de estas proteinas produce cambios en la forma 
celular. 

• Una endonucleasa conocida como DNasa activada por caspa- 
sa (CAD), que se activa despues que la caspasa divide una 
proteina inhibidora. Una vez activada, la CAD se traslada 
del citoplasma al nucleo, donde ataca al DNA y lo parte en 
fragmentos. 

Estudios recientes se han enfocado en los fenomenos que 
conducen a la activation de un programa suicida en la celula. 
La apoptosis puede iniciarse por estimulos internos, como anor- 
malidades en el DNA, y externos, como determinadas citocinas 
(proteinas secretadas por celulas del sistema inmunitario). Por 
ejemplo, las celulas epiteliales de la prostata sufren apoptosis 
cuando se les priva de la hormona sexual masculina testosterona. 
Esta es la razon por la que el cancer prostatico que se disemino 
a otros tejidos a menudo se trata con farmacos que interfieren 
con la production de testosterona. Los estudios indican que 
los estimulos externos activan la apoptosis mediante una via de 
serialization bamada via extrinseca, que se distingue de la utili- 
zada por los estimulos internos, denominada via intrinseca. Aqui 
se analizaran las vias extrinseca e intrinseca por separado. Sin 
embargo, debe hacerse notar que existe comunicacion cruzada 
entre estas vias y que senales apoptosicas extracelulares pueden 
causar la activation de la via intrinseca. 


La via extrinseca de la apoptosis 

Los pasos de la via extrinseca se ilustran en la figura 15-35. En 
el caso mostrado en esta figura, el estimulo para la apoptosis 
lo porta una proteina mensajera extracelular bamada factor de 
necrosis tumoral (TNF), que recibe este nombre por su capa- 
cidad para destruir celulas tumorales. El TNF se produce en 
ciertas celulas del sistema inmunitario como respuesta a factores 
adversos, como la exposition a radiation ionizante, temperatura 
elevada, infection virica o sustancias toxicas como las empleadas 
en la quimioterapia contra el cancer. Al igual que otros tipos de 
primeros mensajeros descritos en este capitulo, el TNF induce 
su reaction mediante la union con un receptor transmembra- 
noso, TNFR1. Este es miembro de una familia de “receptores 
de muerte” relacionados que median la apoptosis. La eviden- 
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FIGURA 15-35 La via extrinseca (mediada por receptor) de la apoptosis. 

Cuando el TNF se une con un receptor para TNF (TNFR1), el recep¬ 
tor activado se une con dos proteinas adaptadoras citoplasmicas diferentes 
(TRADD y FADD) y la procaspasa 8 para formar un complejo multipro- 
teico en la superficie interna de la membrana plasmatica. Los dominios 
citoplasmicos del receptor TNF, FADD y TRADD interactuan entre si 
mediante regiones homologas llamadas dominios de muerte que se encuen- 
tran en cada protefna (indicados como cuadros verdes). La procaspasa 8 y 
FADD interactuan mediante regiones homologas llamadas dominios efec- 
tores de muerte (indicadas como cuadros cafes). Una vez ensambladas en 
el complejo, las dos moleculas de procaspasa se dividen una a la otra para 
generar una molecula activa de caspasa 8 que contiene cuatro segmentos 
polipeptidicos. La caspasa 8 es un complejo iniciador que divide a las caspa- 
sas corriente abajo (ejecutoras) que perpetran la sentencia de muerte. Puede 
notarse que la interaction entre TNF yTNFRl tambien activa otras vias de 
senalizacion, una de las cuales conduce a la supervivencia celular en lugar 
de la autodestruccion. 


cia disponible sugiere que el receptor para TNF se encuentra 
en la membrana plasmatica como un trlmero ya ensamblado. 
El dominio citoplasmico de cada subunidad del receptor para 
TNF contiene un segmento de unos 70 aminoacidos llamado 
“dominio de muerte” (cada segmento verde de la figura 15-35) 
que media las interacciones entre proteinas. La union del TNF 
al receptor trimerico produce un cambio en la conformation del 


dominio de muerte del receptor que conduce al reclutamiento 
de varias proteinas, como se indica en la figura 15-35. 

Las ultimas proteinas en unirse al complejo que se ensam- 
bla en la superficie interna de la membrana plasmatica son dos 
moleculas de procaspasa 8 (fig. 15-35). Estas proteinas se llaman 
“procaspasas” porque cada una es precursora de una caspasa; 
contienen una portion adicional que debe eliminarse mediante 
procesamiento proteolitico para activar la enzima. La sintesis 
de las caspasas como proenzimas protege a la celula del dano 
proteolitico accidental. A diferencia de la mayoria de las proen¬ 
zimas, las procaspasas tienen un nivel bajo de actividad proteo- 
litica. Conforme a un modelo, cuando dos o mas procaspasas se 
mantienen muy proximas unas con otras, como se encuentran 
en la figura 15-35, son capaces de dividir sus cadenas polipepti- 
dicas entre si y convertir a la molecula en una caspasa activa. La 
enzima madura final (caspasa 8) posee cuatro cadenas polipep- 
tidicas derivadas de dos precursores procaspasa como lo muestra 
la figura. 

En principio, la activation de la caspasa 8 es similar a la 
activation de los efectores por action de una hormona o factor 
de crecimiento. En todas estas vias de senalizacion, la union de 
un ligando extracelular crea un cambio en la conformation de un 
receptor que lleva a la union y activation de proteinas situadas 
corriente abajo en la via. La caspasa 8 se describe como una 
caspasa iniciadora porque comienza la apoptosis mediante la 
division y activation corriente abajo, o como caspasas ejecutoras 
porque realizan la autodestruccion controlada de la celula, como 
se describio antes. 


La via intrmseca de la apoptosis 

Los estimulos internos, como el dano genetico irreparable, las 
concentraciones demasiado elevadas de Ca 2+ en el citosol o el 
estres oxidativo grave (esto es, la production de grandes canti- 
dades de radicales fibres destructives, pagina 34) y la falta de 
senales de supervivencia (ausencia de factores de crecimiento) 
desencadenan la apoptosis por la via intrmseca ilustrada en la 
figura 15-36. Miembros de la familia Bcl-2 de proteinas regulan 
la activation de la via intrmseca. Los integrantes de la fami- 
lia Bcl-2 pueden subdividirse en dos grupos, los miembros 
proapoptosicos que promueven la apoptosis (p. ej., Bad y Bax) 
y los miembros antiapoptosicos que protegen a las celulas de 
la apoptosis (p. ej., Bcl-x L , Bcl-w y Bcl-2). La Bcl-2 misma 
se identified originalmente en 1985 como un oncogen causante 
de tumores. Ahora se comprende que actua como un oncogen 
mediante la promotion de la supervivencia de celulas cancerosas 
potenciales que de lo contrario moririan. 

En la via intrmseca mostrada en la figura 15-36, los estimu¬ 
los estresantes, como los descritos antes, activan ciertos miembros 
proapoptosicos de la familia Bcl-2, como Bax, que se trasladan 
del citosol a la membrana mitocondrial externa. La union de Bax 
a la membrana mitocondrial externa aumenta la permeabilidad 
de esta membrana y promueve la liberation de ciertas protei¬ 
nas mitocondriales, en especial citocromo c (fig. 15-37), que se 
encuentran en el espacio intermembranoso (vease fig. 5-l7). La 
evidencia actual senala que Bax (o Bak, o ambas) forma un canal 
recubierto de proteina dentro de la membrana mitocondrial. La 
permeabilidad de la membrana mitocondrial puede ser acelera- 
da por un aumento en las concentraciones citosolicas de Ca 2+ 
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FIGURA 15-36 La via intrinseca (mediada por mitocondrias) de la apo¬ 
ptosis. Varios tipos de estres celular hacen que los miembros de la familia 
de protemas Bcl-2 que favorecen la apoptosis, como Bax, se inserten en la 
membrana mitocondrial externa. La insercion de estas protemas conduce a 
la liberacion de moleculas del citocromo c del espacio intermembranoso de 
las mitocondrias. Se cree que la liberacion depende de poros en la membra¬ 
na mitocondrial que se forman por oligomeros Bax. Una vez en el citosol, las 
moleculas de citocromo c forman un complejo con multiples subunidades 
con una protefna citosolica llamada Apaf-1 y moleculas de procaspasa 9. 
A1 parecer, las moleculas de procaspasa 9 alcanzan su actividad proteolitica 
completa como resultado del cambio de la conformation inducido por su 
relation con Apaf-1. Las moleculas de caspasa 9 dividen y activan a las 
caspasas ejecutoras, las cuales realizan la reaction de apoptosis. 


despues de que el ion se libera del ER. Casi todas las moleculas 
del citocromo c presentes en todas las mitocondrias de la celula 
pueden liberarse de una celula apoptosica en un periodo de tan 




(b) 


FIGURA 15-37 Liberacion del citocromo cy fragmentacion nuclear duran- 
te la apoptosis. Micrograffas con fluorescencia de celulas de mamffero cul- 
tivadas antes ( a ) y despues (b) del tratamiento con inhibidor de cinasa de 
protefna citotoxico que activa la via intrfnseca de la apoptosis. En la celula 
no tratada, el citocromo c (verde) se halla en la red mitocondrial y el nucleo 
permanece intacto (azul). Una vez que se inicia la apoptosis, se libera el 
citocromo c de la mitocondria y se encuentra en toda la celula, mientras 
que el nucleo se rompe en varios fragmentos. (Cortesia de S. E. Wiley, 
USCD/Walther Cancer Institute.) 


solo cinco minutos. Se cree que las protemas antiapoptosicas, 
como Bcl-2, inhiben de manera directa o indirecta la liberacion 
de citocromo c y otras protemas mitocondriales proapoptosicas 
que provocan la muerte celular. 

La liberacion de protemas mitocondriales proapoptosicas 
puede ser un fenomeno crucial que destine a la celula a la apo¬ 
ptosis. Una vez en el citosol, el citocromo c forma parte de un 
complejo multiproteico llamado apoptosoma, que tambien inclu- 
ye varias moleculas de procaspasa 9. Se piensa que las moleculas 
de procaspasa 9 se activan con la simple union del complejo 
multiproteico y no requieren division proteolitica (fig. 15-36). 
A1 igual que la caspasa 8, que se activa por la via mediada por 
el receptor descrito antes, la caspasa 9 es una caspasa iniciadora 
que activa las caspasas ejecutoras corriente abajo, lo cual causa 
la apoptosis. 3 A1 final, las vias externa (mediada por receptor) 
e interna (mediada por mitocondrias) convergen mediante la 
activacion de las mismas caspasas ejecutoras, que dividen los 
mismos blancos celulares. 


1 Tambien se han descrito otras vfas intrfnsecas independientes de Apaf-1 y la cas¬ 
pasa 9 y tal vez tambien independientes del citocromo c. 
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Es posible preguntarse por que el citocromo c, un compo- 
nente de la cadena de transporte de electrones, y la mitocondria, 
un organelo que funciona como planta energetica de la celula, 
participan en el inicio de la apoptosis. Por ahora no hay una res- 
puesta obvia a esta pregunta. El papel clave de las mitocondrias 
en la apoptosis suscita aun mas perplejidad cuando se considera 
que estos organelos evolucionaron a partir de simbiontes inter- 
nos procariotas y que los procariotas no sufren apoptosis. 

Cuando las celulas ejecutan el programa de apoptosis, pier- 
den el contacto con sus vecinas y empiezan a encogerse. A1 final, 
la celula se desintegra en un cuerpo apoptosico condensado y 
rodeado por membrana. Este programa apoptosico completo 
puede ejecutarse en menos de una hora. Los cuerpos apoptosicos 
se reconocen por la presencia de fosfatidilserina en su superficie. 
La fosfatidilserina es un fosfolipido que solo suele encontrar- 
se en la hoja interna de la membrana plasmatica. Durante la 
apoptosis, una “revoltasa” de fosfolipidos mueve a las moleculas 
de fosfatidilserina a la hoja externa de la membrana plasmati¬ 
ca, donde los macrofagos especializados la reconocen como una 
serial de fagocitar. Por lo tanto, la muerte celular por apoptosis 
ocurre sin verter el contenido celular al ambiente extracelular 
(fig. 15-38). Esto es importante porque la liberacion de detritos 
celulares causaria inflamacion, la cual puede provocar dano his- 
tico de consideracion. 

Tal y como existen senates que destinan la celula a la auto- 
destruccion, tambien hay senates opuestas que mantienen la 
supervivencia celular. De hecho, la interaction del TNF con un 
receptor para TNF transmite a menudo dos senates distintas 
y contrarias hacia el interior celular: una estimula la apopto¬ 
sis, la otra promueve la supervivencia celular. Como resultado, 
la mayoria de las celulas que tienen receptores para TNF no 
sufre apoptosis cuando se tratan con TNF. Esto fue un hallazgo 
decepcionante porque al principio se penso que el TNF podia 
usarse como agente para destruir celulas tumorales. La super- 
vivencia celular casi siempre esta mediada por la activation de 
un factor de transcription clave llamado NF-kB, que media la 
expresion de genes que codifican las proteinas para la super- 
vivencia celular. Pareceria que el destino de una celula (ya sea 
la supervivencia o la muerte), depende del equilibrio entre las 
senates que fomentan y las que impiden la apoptosis. 
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FIGURA 15-38 La eliminacion de las celulas apoptosicas se lleva a cabo por 
fagocitosis. Esta micrografia electronica muestra el “cadaver” de una celula 
apoptosica dentro del citoplasma de un fagocito. Notese la naturaleza com- 
pacta de la celula englobada y el estado denso de su cromatina. (Reimpresa 
CON AUTORIZACION DE PeTER M. HeNSON, DoNNA L. BrATTON Y VaLE- 

rie A. Fadok, Curr Biol 11:R796,2001.) 


REVISION 


1. ^Cuales son algunas de las funciones de la apoptosis 
en la biologia de los vertebrados? Describa los pasos 
que ocurren entre: a) el momento en que la molecula de 
TNF se une con su receptor y la muerte final de la celula 
y b) entre el momento en que el miembro proapoptosi- 
co Bcl-2 se une con la membrana mitocondrial externa 
y la muerte de la celula. 

2. ^Cual es la funcion de la formation de complejos que 
contienen caspasa en el proceso de la apoptosis? 


SINOPSIS 


La serialization celular es un fenomeno en el que se releva la infor¬ 
mation a traves de la membrana plasmatica hacia el interior celular 
y muchas veces al nucleo celular. Las mas de las veces la serialization 
celular incluye el reconocimiento del estimulo en la superficie externa 
de la membrana plasmatica, la transferencia de la senal por la membra¬ 
na plasmatica y la transmision de la serial al interior celular, lo que inicia 
una respuesta. Las reacciones pueden incluir un cambio en la expresion 
genica, una alteration de la actividad de las enzimas metabolicas, una 
reconfiguration del citoesqueleto, un cambio de la permeabilidad ioni- 
ca, la activation de la srntesis de DNA o la muerte de la celula. Este 
proceso se conoce a menudo como transduction de senal. Dentro de 
la celula, la information pasa por las vras de serialization, que muchas 
veces incluye cinasa de proterna y proteinfosfatasas que activan o inhi- 
ben sus sustratos mediante cambios en la conformation. Otro rasgo 
prominente de las vras de serialization es la participation de proternas 


de union con GTP que sirven como interruptores que encienden o 
apagan la via (pag. 616). 

Muchos estimulos extracelulares (primeros mensajeros) inician res- 
puestas mediante la interaction con un receptor unido con protei- 
na G (GPCR) en la superficie externa de la celula y el estimulo de 
la liberacion de un segundo mensajero dentro de la celula. Muchas 
moleculas mensajeras extracelulares actuan mediante la union con 
receptores que son proternas integrales de la membrana con siete heli¬ 
ces alfa que cruzan la membrana (GPCR). La senal se transmite del 
receptor al efector mediante una proterna G heterotrimerica. Estas 
proternas se conocen como heterotrimericas porque tienen tres sub- 
unidades (alfa, beta y gamma) y como proternas G porque se unen con 
nucleotidos de guanina, ya sea GDP o GTP. Cada proterna G puede 
hallarse en dos estados: un estado activo con un GTP unido o un estado 
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inactivo con un GDP unido. Se han identificado cientos de receptores 
unidos con proteinas G diferentes que responden a gran variedad de 
estimulos.Todos estos receptores actuan mediante un mecanismo simi¬ 
lar. La union del ligando con su receptor especifico causa un cambio en 
la conformacion del receptor que aumenta su afinidad por la proteina 
G. Como resultado, el receptor unido con ligando se une con la pro¬ 
teina G, lo cual hace que la proteina G libere su GDP unido y se una 
con un nuevo GTP, lo que lleva a la proteina G a su estado activo. El 
intercambio de nucleotidos de guanina cambia la conformacion de la 
subunidad G a , lo cual induce la disociacion de las otras dos subunida- 
des, que se mantienen juntas como un complejo Gpy. Cada subunidad 
G a disociada con su GTP unido puede activar moleculas efectoras 
especificas, como la adenililciclasa. La subunidad G a disociada tambien 
es una GTPasa y, con la ayuda de una proteina accesoria, hidroliza el 
GTP unido para formar GDP unido, el cual bloquea la capacidad de 
la subunidad para activar a mas moleculas efectoras. A continuation, 
el complejo G a ~GDP se relaciona de nueva cuenta con las subunida- 
des Gp y para reformar el complejo trimerico y devolver el sistema a su 
estado ae reposo. Cada una de las tres subunidades que conforman una 
proteina G heterotrimerica puede existir en distintas isoformas. Las 
diversas combinaciones de subunidades especificas componen protei¬ 
nas G que tienen diferentes propiedades en sus interacciones, con los 
receptores y los efectores (pag. 620). 

La fosfolipasa C es otro efector importante en la superficie inter¬ 
na de la membrana plasmatica que pueden activarla las proteinas 
G heterotrimericas. La Pl-fosfolipasa C separa al 4,5-difosfato de 
fosfatidilinositol (PIP 2 ) en dos segundos mensajeros diferentes, 
1,4,5-trifosfato de inositol (IP 3 ) y 1,2-diacilglicerol (DAG). El DAG 
permanece en la membrana plasmatica, donde activa a la enzima cinasa 
de proteina C, la cual fosforila los residuos de serina y treonina en varias 
proteinas bianco. La activacion constitutiva de la cinasa de proteina 
C causa la perdida del control de crecimiento. El IP 3 es una peque- 
na molecula hidrosoluble que puede difundirse al citoplasma, donde 
se une con receptores para IP 3 localizados en la superficie del reticulo 
endoplasmico liso. Los receptores para IP 3 son canales ionicos tetrame- 
ricos para calcio; la union de IP 3 hace que se abran los canales ionicos y 
el Ca 2+ se difunda al citosol (pag. 627). 

Una via de serialization, que comienza con un GPCR activado, con- 
trola la utilization de glucosa. La degradacion de glucogeno en gluco- 
sa la estimulan las hormonas adrenalina y glucagon, que actuan como 
primeros mensajeros mediante la union con sus receptores respectivos 
en la superficie externa de las celulas bianco. La union de las hormonas 
activa un efector en la superficie interna de la membrana, la adenilil¬ 
ciclasa, lo que conduce a la production del segundo mensajero AMP 
ciclico (cAMP) capaz de difundirse. El cAMP genera su respuesta 
mediante una cascada de reacciones en la que una serie de enzimas se 
modifican de manera covalente. Las moleculas del AMP ciclico se unen 
con las subunidades reguladoras de una cinasa de proteina dependiente 
de cAMP llamada PKA, la cual fosforila a la fosforilcinasa y la sintetasa 
del glucogeno, lo que da lugar a la activacion de la primera enzima y 
la inhibicion de la segunda. Las moleculas de fosforilcinasa activada 
que agregan fosfatos a la fosforilasa de glucogeno, lo que activa a esta 
ultima enzima y conduce a la degradacion de glucogeno en 1-fosfato de 
glucosa, que se convierte en glucosa. Como resultado de esta cascada 
de reacciones, el mensaje original, que llego a la superficie celular con 
la union de una hormona, se amplifica en gran medida y el tiempo 
de respuesta disminuye de forma notoria. Las cascadas de reaccion de 
este tipo tambien suministran varios sitios de regulation. La adicion 
de grupos fosfato por accion de las cinasas se revierte por las fosfatasas 
que retiran los fosfatos. El AMP ciclico se produce en muchas celulas 
distintas como reaccion a una gran variedad de primeros mensajeros. El 
curso de sucesos que ocurre en la celula bianco depende de las proteinas 
especificas fosforiladas por la cinasa dependiente de AMP ciclico (pag. 
629). 


Muchos estimulos extracelulares inician una respuesta celular 
mediante la union con el dominio extracelular de una proteintiro- 
sincinasa receptora (RTK), que activa el dominio de tirosincinasa 
localizado en la superficie interna de la membrana plasmatica. Las 

RTK regulan diversas funciones, como el crecimiento y proliferation 
celulares, el curso de la diferenciacion celular, la captation de particulas 
ajenas y la supervivencia celular. Los ligandos estimulantes del creci¬ 
miento mejor estudiados, como PDGF, EGF y FGF, activan una via de 
senalizacion llamada cascada de cinasa de MAP que incluye una peque- 
na proteina monomerica de union con GTP denominada Ras. Al igual 
que otras proteinas G, la Ras fluctua entre una forma inactiva unida con 
GDP y una forma activa unida con GTP. En su forma activa, estimula a 
los efectores que se encuentran corriente abajo en la via de senalizacion. 
Como otras proteinas G, la Ras tiene actividad de GTPasa (estimulada 
por una GAP) que hidroliza el GTP unido para formar GDP unido, 
con lo que se apaga a si misma. Cuando un ligando se une con la RTK, 
la transautofosforilacion del dominio citoplasmico del receptor conduce 
al reclutamiento de Sos, un activador de Ras, a la superficie interna de la 
membrana. Sos cataliza el intercambio de GDP por GTP, lo que activa 
a la Ras. La proteina Ras activada tiene una mayor afinidad por otra 
proteina llamada Raf, que sufre la atraccion de la membrana plasmatica, 
donde se convierte en una cinasa de proteina activa que inicia una cade- 
na ordenada de reacciones de fosforilacion mostradas en la figura 15-20. 
Los ultimos blancos de la cascada de la cinasa de MAP son factores de 
transcription que estimulan la expresion de los genes cuyos productos 
tienen un papel clave en la activacion del ciclo celular, lo que inicia la 
sintesis de DNA y la division celular. La cascada de cinasa de MAP se 
encuentra en todos los eucariotas, desde las levaduras hasta los mamife- 
ros, aunque durante la evolution se adapto para inducir respuestas dife¬ 
rentes en los diversos tipos de celulas (pag. 634). 

La insulina media mucbas de sus acciones en las celulas bianco 
mediante la interaction con el receptor para insulina, que es una 
RTK. La cinasa activada agrega grupos fosfato a los residuos de tirosi- 
na localizados en el receptor y las proteinas de acoplamiento relaciona- 
das con el receptor llamadas IRS. Los residuos fosforilados de tirosina 
de una IRS sirven como sitios de acoplamiento para las proteinas que 
tienen dominios SH2, las cuales se activan con la union con IRS. Varias 
vias de senalizacion separadas pueden activarse como resultado de dis¬ 
tintas proteinas de senalizacion que se unen con una IRS fosforilada. 
Una via puede estimular la sintesis de DNA y la division celular, otra 
puede estimular el movimiento de los transportadores de glucosa a la 
membrana celular y otras mas pueden activar los factores de transcrip¬ 
tion que inician la expresion de un conjunto de genes especificos de 
insulina (pag. 641). 

La rapida elevation del Ca 2+ citosolico, inducida por la abertura de 
los canales ionicos en las membranas citoplasmicas o la membrana 
plasmatica, inicia una gran variedad de reacciones celulares. La con¬ 
centration normal de iones Ca 2+ en el citosol se mantiene en cerca de 
10 -7 M por la accion de bombas de calcio situadas en la membrana 
plasmatica y la membrana del reticulo endoplasmico liso. Muchos esti¬ 
mulos diferentes (desde un espermatozoide hasta un impulso nervioso 
que llega a una celula muscular), propician un aumento subito de la 
concentration citosolica de calcio, la cual puede seguir a la abertura de 
los canales del Ca 2+ en la membrana plasmatica, receptores de IP 3 o 
receptores de rianodina, que son un tipo diferente de canal del calcio 
ubicado en la membrana del reticulo endoplasmico liso. Segun sea el 
tipo de celula, los canales de rianodina pueden abrirse por un potential 
de accion que llega a la celula o por la entrada de una pequena can- 
tidad de calcio por la membrana plasmatica. Entre las respuestas del 
aumento de la concentration citosolica de calcio, algunas son la activa¬ 
tion o inhibicion de varias enzimas y sistemas de transporte, fusion de 
membrana o alteraciones de las funciones contractiles o del citoesque- 
leto. El calcio no actua sobre estos diversos blancos en su estado ionico 
libre, sino que se une con un pequeno grupo de proteinas para union 
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con calcio, que a su vez inducen la respuesta. La mas difundida de estas 
proteinas es la calmodulina, que contiene cuatro sitios para union con 
calcio. El ion calcio tambien es un mensajero intracelular importante 
en las celulas vegetales, donde media las respuestas a diversos estimulos, 
incluidos cambios de la luz, presion, gravedad y la concentration de 
hormonas vegetales como el acido abscisico (pag. 645). 

Las diferentes vias de senalizacion se interconectan con frecuencia. 

Como resultado, las senales de diversos ligandos no relacionados pue- 
den converger para activar a un efector comun, como Ras; las senales 
del mismo ligando pueden divergir para activar varios efectores dife¬ 
rentes y las senales pueden pasar en uno y otro sentidos entre distintas 
vias (comunicacion cruzada) (pag. 649). 

El oxido nitrico actua como mensajero intercelular que se difunde en 
forma directa por la membrana plasmatica de la celula bianco. Entre 
las actividades que estimula el NO esta la relajacion de las celulas de 
musculo liso que recubren los vasos sanguineos. El NO se produce por 
accion de la enzima sintetasa del oxido nitrico, que emplea arginina 


como sustrato. A menudo el NO funciona mediante la activacion de la 
guanililciclasa para producir el segundo mensajero cGMP (pag. 652). 

Las vias de senalizacion pueden conducir a la apoptosis, la muerte 
celular programada. Los ejemplos de apoptosis incluyen la muerte del 
exceso de celulas nerviosas, la muerte de linfocitos T que reaccionan 
con los propios tejidos del cuerpo y la muerte de las celulas cancerosas 
potenciales. La muerte por apoptosis se caracteriza por la compactacion 
general de la celula y su nucleo, con diseccion ordenada de la cromatina 
por efecto de endonucleasas especiales. La apoptosis esta mediada por 
enzimas proteoliticas llamadas caspasas que activan o desactivan sustra- 
tos proteicos clave mediante la elimination de una parte de su cadena 
polipeptidica. Se han identificado dos vias distintas de apoptosis, una 
iniciada por estimulos extracelulares que actuan mediante receptores 
de muerte, como TNFR1, y la otra desencadenada por estres celular 
interno que actua a traves de la liberacion de citocromo c del espa- 
cio intermembranoso de la mitocondria y la activacion de miembros 
proapoptosicos de la familia de la proteina Bcl-2 (pag. 653). 


PREGUNTAS ANALIT1CAS 


1. El tema de la senalizacion celular se incluyo cerca del final del 
libro porque reune muchos temas distintos de la biologia celular. 
Tras leer el capitulo por completo, ,:esta de acuerdo o no con esta 
declaracion? Sustente sus conclusiones con un ejemplo. 

2. Suponga que la via de senalizacion de la figura 15-3 condujera a la 
activacion de un gen que inhibe una cinasa dependiente de ciclina 
encargada de impulsar a la celula a la fase S del ciclo celular. <;De 
que manera una mutacion debilitante en la cinasa de proteina 3 
afectaria el crecimiento celular? 

3. ,:Cual podria ser el efecto sobre la funcion hepatica de una muta¬ 
cion en un gen que codifica una fosfodiesterasa de cAMP, una 
mutacion en un gen que codifique un receptor para glucagon, 
una mutacion en un gen que codificara la fosforilcinasa y una 
mutacion que alterara el sitio activo de la GTPasa de una sub- 
unidad G a ? (Asuma que en todos los casos la mutacion causa 
una perdida de funcion del producto genico.) 

4. Ca 2+ , IP 3 y cAMP se describieron como segundos mensaje- 
ros. ,:En que forma son similares y distintos sus mecanismos de 
accion? 

5. En la cascada de reacciones ilustrada en la figura 15-20, <;que pasos 
conducen a la amplification y cuales no? 

6. Suponga que la adrenalina y la noradrenalina pudieran iniciar una 
respuesta similar en una celula bianco particular. ,;C6mo deter- 
minaria si los dos compuestos actuan mediante la union con el 
mismo receptor en la superficie celular o no? 

7. Uno de los experimentos clave para mostrar que las uniones 
comunicantes (pag. 266) permiten el paso de pequenas moleculas 
se realizo al permitir que las celulas del musculo cardiaco (que se 
contraen como respuesta a la adrenalina) formaran uniones comu¬ 
nicantes con celulas de la granulosa ovarica (que responden a la 
FSH con varios cambios metabolicos). Luego, los investigadores 
agregaron FSH al cultivo celular mixto y observaron la contrac¬ 
tion de las celulas musculares. ,:De que manera las celulas muscu- 
lares reaccionan a la FSH y que supone esto acerca de la estructura 
y funcion de las uniones comunicantes? 

8. (iComo esperarfa que un analogo de GTP que la celula no pudo 
hidrolizar (un analogo no hidrolizable) afectara los fenomenos de 
senalizacion que ocurren durante la estimulacion de una celula 


hepatica por el glucagon?, <:cual serfa el efecto del mismo analogo 
en la transduction de la serial de una celula epitelial despues de la 
exposition al factor de crecimiento epidermico (EGF)?, <;c6mo se 
compararfa esto con los efectos de la toxina del colera (pag. 624) 
en estas mis mas celulas? 

9. Usted sospecha que la fosfatidilcolina podria servir como pre- 
cursora de un segundo mensajero que inicia la secretion de una 
hormona en un tipo de celula endocrina cultivada que esta bajo 
estudio. Ademas, sospecha que el segundo mensajero liberado por 
la membrana plasmatica como reaction a un estimulo es el fosfa- 
to de colina. ({Que tipo de experimento podria llevar a cabo para 
comprobar su hipotesis? 

10. La figura 15-25 muestra los cambios localizados en [Ca 2+ ] den- 
tro del arbol dendritico de una celula de Purkinje. Los iones de 
calcio son agentes pequenos que se difunden con rapidez. <:C6mo 
es posible que una celula mantenga diferentes concentraciones de 
este ion libre en distintas regiones del citosol?, <;que sospecha que 
sucederia si inyectara un volumen pequeno de una solution de 
cloruro de calcio en una region de una celula inyectada ya antes 
con una sonda de calcio fluorescente? 

11. Formule una hipotesis que explique como el contacto de la super¬ 
ficie externa de un huevo con un espermatozoide produce una 
oleada de liberacion de Ca 2+ que se extiende a todo el huevo, 
como se muestra en la figura 15-27. 

12. Como la calmodulina activa muchos efectores diferentes (p. ej., 
cinasas de proteina, fosfodiesterasas, proteinas transportadoras de 
calcio), una molecula de calmodulina debe tener muchos sitios 
diferentes en su superficie. <:Esta de acuerdo con esta declaracion?, 
<;por que si o por que no? 

13. La diabetes es una enfermedad que puede aparecer por varios 
defectos distintos de la funcion de la insulina. Describa tres 
anormalidades moleculares diferentes en una celula hepatica que 
pueden hacer que distintos pacientes muestren un cuadro clinico 
similar que incluya, por ejemplo, altas concentraciones de glucosa 
en sangre y orina. 

14. ,:Esperaria que una respuesta celular al EGF fuera mas sensible a 
la fluidez de la membrana plasmatica que su respuesta a la insuli¬ 
na?, <;por que si o por que no? 
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15. ^Esperaria que una mutacion en Ras fuera una causa dominan- 
te o recesiva en el origen del cancer?, <;por que? (Una mutacion 
dominante produce su efecto cuando solo muta uno de los ale- 
los homologos, mientras que una mutacion recesiva requiere que 
ambos alelos del gen esten afectados.) 

16. Conjeture acerca del mecanismo por el cual la apoptosis podria 
tener un papel crucial para combatir el desarrollo del cancer, un 
tema que se trata en el capitulo siguiente. 

17. Usted trabaja con un tipo de fibroblasto que en condiciones 
normales responde al factor de crecimiento epidermico, con un 
aumento de su ritmo de crecimiento y division, y a la adrenali- 
na, con un descenso de la velocidad de crecimiento y division. Ya 
comprobo que ambas reacciones requieren la via de la cinasa de 
MAP y que el EGF actua mediante una RTK y la adrenalina a 
traves de un receptor unido a proteina G. Suponga que identifi- 
ca una cepa mutante de estas celulas que aun puede responder 
al EGF, pero ya no se inhibe con la adrenalina. Sospecha que la 
mutacion afecta la comunicacion cruzada entre dos vfas (mostradas 
en la figura 15-32). <;Que componente de esta figura podria afec- 
tarse por tal mutacion? 

18. <:Que similitud tiene la oleada de calcio que ocurre despues de la 
fecundacion con un impulso nervioso que viaja por una neurona? 

19. Ahora que leyo la seccion sobre la percepcion del gusto, <;por 
que supone que resultara dificil encontrar venenos efectivos para 
ratas? 

20. Uno de los genes del virus de la vacuna codifica una proteina 11a- 
mada CrmA que es un inhibidor potente de las caspasas. ,;Que 


efecto esperaria que tuviera este inhibidor en una celula infectada?, 
,:por que resulta esto ventajoso para el virus infectante? 

21. La mayoria de las RTK actua en forma directa sobre los efectores 
corriente abajo, mientras que la RTK de la insulina actua median¬ 
te una proteina de acoplamiento intermediaria, un sustrato recep¬ 
tor de insulina (IRS). ,;Existe alguna ventaja en la senalizacion que 
pudiera derivar del uso de estos IRS intermediarios? 

22. Los investigadores han informado que: a) la mayoria de los efec- 
tos fisiologicos de la insulina sobre las celulas bianco pueden blo- 
quearse mediante la incubation de celulas con wortmanina, un 
compuesto que inhibe en forma especifica la enzima PI3K, y b) 
que el impulso para que las celulas expresen de modo exagerado 
una forma con actividad constitutiva de PKB (una forma de la 
enzima que siempre esta activa sin importar las circunstancias) 
induce una reaction en las celulas identica a la que suscita la adi- 
cion de insulina a estas celulas. Al observar la figura 15-23, <;puede 
decirse que esto era lo previsto?, <;por que si o por que no? 

23. Los ratones manipulados de forma genetica incapaces de producir 
caspasa 9 mueren como resultado de varios defectos, en particular 
un cerebro muy grande. <;Por que estos ratones tienen tal fenoti- 
po?, ,:en que esperaria que el fenotipo de un raton con elimination 
genetica del citocromo c fuera comparable al raton en el cual se 
suprimio la caspasa 9? 

24. <:Por que supone que algunas personas consideran que un com¬ 
puesto llamado PROP tiene un sabor amargo, mientras que otras 
no lo perciben? 
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Cancer 


16.1 Propiedades basicas 

de una celula cancerosa 

16.2 Las causas del cancer 

16.3 La genetica del cancer 

16.4 Nuevas medidas para combatir 
el cancer 

VtAS EXPERIMENTALES: 

El descubrimiento de los oncogenes 


E l cancer es una enfermedad genetica porque puede rastrearse hasta alteraciones 
dentro de genes especificos, pero en la mayoria de los casos no es una enferme¬ 
dad hereditaria. En una anormalidad hereditaria, el defecto genetico se halla en 
los cromosomas de uno de los padres y se transmite al cigoto. En cambio, las alteraciones 
geneticas que conducen a la mayoria de los canceres surgen en el DNA de una celula 
somatica durante la vida del individuo afectado. A causa de estos cambios geneticos, 
las celulas cancerosas proliferan de manera incontrolable y producen tumores malignos 
que invaden el tejido sano circundante (fig. 16-1). Mientras el crecimiento del tumor 
permanezca localizado, la enfermedad casi siempre puede tratarse y curarse mediante la 
extirpation quirurgica de la neoplasia. Sin embargo, los tumores malignos son propen- 
sos a la metastasis, es decir, a diseminar celulas que se separan de la masa original, 
ingresan a la circulation linfatica o sanguinea y se extienden a sitios distantes del cuerpo, 
donde establecen tumores secundarios fatales ( metastasis ) que ya no son susceptibles de 
extirpation quirurgica. 

Por su efecto en la salud humana y por la esperanza de desarrollar una curacion, 
el cancer ha sido el centra de un enorme esfuerzo de investigation durante decenios. 
Aunque estos estudios han conducido a un avance notable en la comprension de las 
bases celulares y moleculares del cancer, han tenido poca repercusion en la prevention 
de la aparicion tumoral o el aumento en la probabilidad de sobrevivir a la mayoria de los 
tumores cancerosos. La figura 16-2 muestra la incidencia de los diversos tipos de can¬ 
cer en Estados Unidos y los indices de mortalidad correspondientes. Los tratamientos 
actuates, como la quimioterapia y la radiation, carecen de la especificidad necesaria para 
destruir a las celulas cancerosas sin ocasionar graves efectos colaterales que acompanan 
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Craneo con cigarrillo. (Vincent van Gogh, 1885, Museo van Gogh, Amsterdam/© Art 
Resource, NY.) 
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FIGURA 16-1 Invasion de tejido normal por un tumor en crecimiento. 

Esta micrografia optica de un corte de higado humano muestra un mela- 
nosarcoma metastasico (en rojo) que invade el tejido hepatico normal. 
(Micrografia de Astrid y Hanns-Frieder Michler/Science Photo 
Library/Photo Researchers, Inc.) 


a estos tratamientos. Como resultado, los pacientes casi nunca 
pueden someterse a las dosis lo bastante elevadas de farmacos 
o radiacion para destruir todas las celulas tumorales que hay en 
su cuerpo. Los investigadores en cancer han trabajado duran¬ 
te muchos anos para desarrollar tratamientos mas efectivos y 
menos debilitantes. A1 final de este capitulo se describen algunas 
de estas nuevas formas terapeuticas del cancer. # 

16.1 PROPIEDADES BASICAS _ 

DE UNA CELULA CANCEROSA 

El comportamiento de las celulas cancerosas es mas facil 
de estudiar cuando las celulas crecen en cultivos. Las celulas 
cancerosas pueden obtenerse si se extirpa un tumor maligno, se 
separa el tejido en sus celulas componentes y se cultivan las celu¬ 


las in vitro. Con el paso de los anos, se han recolectado muchas 
lineas celulares diferentes de celulas cultivadas obtenidas de 
tumores humanos en bancos celulares y estan disponibles para 
estudio. Una alternativa consiste en convertir las celulas nor- 
males en celulas cancerosas mediante sustancias carcinogenas, 
radiacion o virus tumorales. Las celulas que se transformaron 
in vitro con sustancias o virus casi siempre producen tumores 
cuando se introducen en un animal hospedador. Hay muchas 
diferencias entre las propiedades de un tipo de celula cancerosa 
y otro, pero al mismo tiempo existen varias propiedades basicas 
que comparten todas las celulas cancerosas, sin importar cual sea 
el tejido de origen. 

A nivel celular, la caracteristica mas importante de una 
celula cancerosa, sea que se encuentre en el cuerpo o en una caja 
de cultivo, es la perdida de control del crecimiento. La capaci- 
dad para crecer y dividirse no es muy distinta a la de las celulas 
normales. Cuando las celulas normales crecen en un cultivo en 
condiciones que promueven la proliferacion celular, crecen y se 
dividen a un ritmo similar al de sus contrapartes malignas. Sin 
embargo, cuando las celulas normales proliferan hasta el pun- 
to en que cubren el fondo del platillo de cultivo, su ritmo de 
crecimiento disminuye en grado notable y tienden a mantener 
una sola capa ( monocapa) de celulas (fig. 16-3a, b). La veloci- 
dad de crecimiento disminuye conforme las celulas normales 
responden a las influencias inhibidoras de su ambiente. Las 
influencias inhibidoras del crecimiento pueden ser resultado del 
agotamiento de los factores de crecimiento en el medio de cul¬ 
tivo o del contacto con las celulas circundantes en el platillo. En 
cambio, cuando las celulas malignas se cultivan en las mismas 
condiciones, continuan su crecimiento y se apilan una sobre otra 
para formar cumulos (fig. 16-3r, d). Es evidente que las celulas 
malignas no reaccionan a los tipos de senales que cesan el creci¬ 
miento y la division de las celulas normales. 

Las celulas cancerosas no solo ignoran las senales que inhi- 
ben el crecimiento, sino que prosiguen su crecimiento en ausen- 
cia de las senales estimulantes del crecimiento que requieren 
las celulas normales. El crecimiento celular normal en cultivo 
depende de factores de crecimiento, como el factor de creci- 



FIGURA 16-2 Incidencia de nuevos casos de cancer y muertes en Estados Unidos (2000-2003). 
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FIGURA 16-3 Propiedades de crecimiento de las celulas 
normales y las cancerosas. Las celulas normales tipicas 
crecen en una caja de cultivo hasta que cubren la superficie 
con una monocapa ( a ) y (b). En cambio, las celulas que se 
transformaron por accion de virus o sustancias carcinoge- 
nas (o celulas malignas que se cultivaron a partir de tumo- 
res) crecen en cumulos de muchas capas o focos (c) y (cl). (B 
Y D , CORTESIA DE G. STEVEN MARTIN.) 


miento epidermico y la insulina, presentes en el suero (la frac¬ 
tion liquida de la sangre), que casi siempre se agrega al medio 
de cultivo (fig. 16-4). Las celulas cancerosas pueden proliferar 
en ausencia de suero porque su ciclo celular no depende de las 
senales transmitidas por los receptores para factores de creci- 
miento situados en su superficie (pag. 634). Como se vera ense- 
guida, esta transformation es resultado de cambios basicos en las 
vias intracelulares que rigen la proliferation y la supervivencia 
celulares. 

Las celulas normales que crecen en cultivo tienen una capa- 
cidad limitada para la division celular; despues de cierto numero 
de divisiones mitoticas presentan un proceso de envejecimiento 
que las vuelve inadecuadas para continuar el crecimiento y la 
division (pag. 505). Por otro lado, las celulas cancerosas parecen 


Celulas cancerosas Celulas cancerosas - factores 
+ factores de crecimiento en suero 

de crecimiento en suero 

Celulas normales 
- factores de 
crecimiento en 
suero 



Celulas normales 
+ factores de 
crecimiento en suero 


Tiempo en cultivo 
(dias) 


FIGURA 16-4 Efectos de la privacion de suero en el crecimiento de las celu¬ 
las normales y las transformadas. Mientras que el crecimiento de las celulas 
malignas continua sin importar la presencia o ausencia de factores de creci¬ 
miento exogenos, las celulas normales requieren estas sustancias en el medio 
para continuar su crecimiento. El crecimiento de las celulas normales se 
nivela cuando los factores de crecimiento se agotan. 


inmortales porque se dividen en forma indefinida. Esta diferen- 
cia en el potential de crecimiento se atribuye a menudo a la pre- 
sencia de telomerasa en las celulas cancerosas, enzima ausente 
de las celulas normales. Hay que recordar que en la pagina 505 
se explico que la telomerasa mantiene los telomeres en los extre- 
mos de los cromosomas, lo que permite que las celulas continuen 
la division. Se cree que la ausencia de telomerasa en la mayoria 
de las celulas normales es una de las principales defensas que 
protegen al cuerpo contra el crecimiento de tumores. 

Las alteraciones mas llamativas en el nucleo despues de la 
transformation suceden dentro de los cromosomas. Las celulas 
normales mantienen su complemento cromosomico diploide 
mientras crecen y se dividen, in vivo e in vitro. En cambio, las 
celulas malignas tienen muchas veces complementos cromoso- 
micos muy anormales, lo que se conoce como aneuploidia (fig. 
16-5), que puede ocurrir principalmente como resultado de 
defectos en el punto de revision mitotico (pag. 592). 1 Resulta 
evidente que el crecimiento de las celulas cancerosas es mucho 
menos dependiente de un contenido cromosomico diploide 
estandar que el crecimiento de las celulas normales. De becho, 
cuando el contenido cromosomico de una celula normal se alte¬ 
ra, por lo general se activa una via de senalizacion que conduce a 
la autodestruction (apoptosis) de la celula. En cambio, las celulas 
malignas casi nunca inducen la apoptosis, incluso cuando el con¬ 
tenido cromosomico se altere de forma notoria. La protection 
contra la apoptosis es otra caracteristica importante que distin¬ 
gue a muchas celulas cancerosas de las normales. Finalmente, 
puede observarse que en multitud de casos las celulas cancerosas 
tambien dependen de vias metabolicas anaerobias, como glu- 
colisis y fermentation, en mucho mayor grado que sus contra- 


1 Existe controversia acerca de si el desarrollo de la aneuploidia ocurre en una etapa 
temprana de la formacion del tumor y es la causa de la inestabilidad genetica que 
caracteriza a las celulas cancerosas, o bien si se trata de un fenomeno tardio y una 
mera consecuencia del crecimiento canceroso anormal. 
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FIGURA 16-5 Cariotipo de una celula de una linea de cancer mamario 
que muestra un complemento cromosomico muy anormal. Una celula 
diploide normal tendria 22 pares de autosomas y dos cromosomas sexuales. 
Los dos miembros de un par serian identicos y cada cromosoma tendria un 
solo color continuo (como en el cariotipo de una celula normal en la figura 
12-18 b que utiliza la misma tecnica de visualizacion espectral.) Los cromo¬ 
somas de esta celula estan muy alterados, como lo demuestra la presencia de 


cromosomas adicionales y faltantes, asi como cromosomas con mas de un 
color. Estos cromosomas multicolores reflejan la gran cantidad de translo- 
caciones que ocurrieron en las generaciones celulares previas. Una celula con 
puntos de revision normales en el ciclo celular y vias apoptosicas normales 
nunca alcanzaria un complemento cromosomico similar al observado aqui. 
(Cortesia de J. Davidson y Paul A. W. Edwards.) 


partes normales. Esta propiedad puede deberse a sus elevadas 
necesidades metabolicas y al riego sanguineo insuficiente. 

Son estas propiedades de las celulas cancerosas (que pueden 
demostrarse en cultivo), junto con su tendencia a diseminarse a 
sitios distantes del cuerpo, lo que las convierte en una amenaza 
tan grande para el bienestar de todo el organismo. 


REVISION 


1. Describa algunas de las propiedades que distinguen a las 
celulas cancerosas de las normales. 

2. ^Como se manifiestan las propiedades de las celulas 
malignas en cultivo? 


16.2 AS CAUSAS DEL CANCER _ 

En 1775, Percivall Pott, un cirujano britanico, estable- 
cio la primera relation conocida entre un agente ambiental y 
el desarrollo de cancer. Pott concluyo que la elevada incidencia 
de cancer en la cavidad nasal y la piel del escroto de los limpia- 
dores de chimeneas se debia a su exposition cronica al hollm. 
En los ultimos decenios se aislaron las sustancias carcinogenas 
del hollm, junto con otros cientos de compuestos con capaci- 
dad demostrada para inducir cancer en animales de laboratorio. 


Ademas del conjunto diverso de sustancias, hay varios tipos mas 
de agentes que tambien son carcinogenos, como la radiation 
ionizante y diversos virus de DNA y RNA. Todos estos agentes 
tienen una propiedad comun: alteran el genoma. Por lo general, 
puede demostrarse que las sustancias carcinogenas, como las que 
se encuentran en el hollm o el humo de los cigarrillos, indu- 
cen mutaciones en forma directa o se convierten en compuestos 
mutagenos por action de enzimas celulares. De igual forma, la 
radiation ultravioleta, principal causa de cancer cutaneo, tam¬ 
bien es un mutageno potente. 

Varios virus pueden infectar celulas de mamiferos en cul- 
tivos celulares y las transforman en celulas cancerosas. En ter- 
minos generales, estos virus se dividen en dos grandes grupos: 
virus tumorales de DNA y virus tumorales de RNA, segun sea 
el tipo de acido nucleico que se encuentre dentro de la particula 
viral madura. Entre los virus de DNA capaces de transformar a 
las celulas figura el poliomavirus, el virus de los simios 40 (SV40), 
adenovirus y virus similares al del herpes. Los virus tumorales de 
RNA, o retrovirus, tienen una estructura semejante a la del virus 
de inmunodeficiencia humana (VIH) (vease fig. 1-21 b) y son el 
tema de la section Vias experimentales que se encuentra al final 
del capitulo. Los virus tumorales pueden transformar las celu¬ 
las porque portan genes cuyos productos interfieren con las 
actividades normales que regulan el crecimiento celular. Aunque 
los virus tumorales tuvieron un valor incalculable para los inves- 
tigadores en la identification de muchos genes participantes 
del origen de las neoplasias, los virus solo se relacionan con una 
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pequena fraction de las variantes del cancer en humanos. En la 
mayoria de los casos, estos virus incrementan en gran medida 
el riesgo de una persona para desarrollar cancer en vez de ser el 
unico factor causante de la enfermedad. Esta relation entre la 
infeccion viral y el cancer la ilustra el vims del papiloma humano 
(HPV), que puede transmitirse mediante relaciones sexuales y 
cuya frecuencia va en aumento en la poblacion. Si bien el virus 
se encuentra en casi 90% de las pacientes con cancer del cuello 
uterino, algo indicativo de su importancia en el desarrollo de la 
enfermedad, la gran mayoria de las mujeres infectadas con el 
virus nunca desarrollan este tumor maligno. En la actualidad se 
dispone de una vacuna contra este virus. Otros virus vinculados 
con canceres humanos incluyen el virus de la hepatitis B, que 
se relaciona con cancer hepatico; el virus de Epstein-Barr, vin- 
culado con el linfoma de Burkitt; y un tipo de virus del herpes 
(HHV-8) que se relaciona con el sarcoma de Kaposi. La parti¬ 
cipation del SV40 en el cancer humano es un tema muy com- 
plicado porque el virus fue producto de la contamination de las 
primeras vacunas contra la polio que se aplicaron a millones de 
personas antes de 1963. Ciertos linfomas gastricos se vinculan 
con la infeccion cronica por la bacteria residente del estomago 
Helicobacter pylori, que tambien es la causante de ulceras. Datos 
recientes sugieren que muchos de estos canceres vinculados con 
infecciones en realidad son causados por la inflamacion cronica 
inducida por la presencia del patogeno. La enteropatia inflama- 
toria ( inflammatory bowel disease, IBD), que tambien se caracte- 
riza por inflamacion cronica, se ha relacionado con mayor riesgo 
de cancer de colon. 

La identification de las causas de los distintos tipos de 
cancer es una tarea que corresponde a los epidemiologos, inves- 
tigadores que estudian los patrones de las enfermedades en las 
poblaciones. Las causas de ciertos canceres son evidentes: el 
tabaquismo provoca cancer pulmonar, la exposition a la radiation 
ultravioleta da origen a cancer cutaneo, y la inhalation de fibras 
de asbesto ocasiona mesotelioma. Sin embargo, a pesar de la gran 
cantidad de estudios, aun no se conocen con certeza las cau¬ 
sas de la mayoria de los canceres humanos. Las personas viven 
en ambientes complejos y se exponen a muchos carcinogenos 
potenciales con un patron cambiante a lo largo de decenios. El 
intento de reconocer las causas del cancer a partir de una monta- 
na de datos obtenidos de las respuestas a cuestionarios sobre los 
estilos de vida individuales ha sido muy dificil. La importancia 
de los factores ambientales (p. ej., la dieta) se advierte con mas 
claridad en los estudios con hijos de parejas que migraron de 
Asia a Estados Unidos o Europa. Estas personas ya no tienen un 
alto indice de cancer gastrico, como se observa en Asia, pero en 
su lugar padecen un riesgo elevado de cancer de colon y mama, 
caracteristico de los paises occidentales (fig. 16-6). 

Existe un consenso entre los epidemiologos de que ciertos 
ingredientes de la dieta, como las grasas animales y el alcohol, 
incrementan el riesgo de cancer, mientras que ciertos compuestos 
de las frutas, verduras y te pueden reducir ese riesgo. A1 parecer, 
varios medicamentos ampliamente prescritos tambien tienen un 
efecto preventivo. Ya se demostro que el uso prolongado de los 
antiinflamatorios no esteroideos, como el acido acetilsalicilico y 
la indometacina, reduce en gran proportion el riesgo de cancer 
de colon. Se cree que este efecto se obtiene mediante la inhibi¬ 
tion de la ciclooxigenasa 2, una enzima que cataliza la sintesis 
de prostaglandinas similares a hormonas, las cuales promueven 
el crecimiento de polipos intestinales. 
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FIGURA 16-6 Incidencia cambiante de cancer en personas de ascendencia 
japonesa despues de la inmigracion a Hawai. La incidencia de cancer esto- 
macal declina, mientras que la del de mama y colon aumenta. Sin embargo, 
de los tres tipos de cancer, solo el de colon ha alcanzado tasas equivalentes 
a las de los hawaianos caucasicos en la segunda generacion. (Tomada de 
L. N. Kolonel, et al., reimpresa con autorizacion de Nature Revs. 
Cancer 4:3,2004; © 2004, Macmillan Magazines Ltd.) 


16.5 LA GENETICA DEL CANCER _ 

El cancer es una de las dos primeras causas de muer- 
te en paises occidentales, y afecta a cerca de uno de cada tres 
individuos. Visto de esta forma, el cancer es una enfermedad 
muy frecuente. Sin embargo, a nivel celular, el desarrollo de un 
tumor canceroso es un fenomeno muy raro. Cuando se reali- 
za un escrutinio genetico de las celulas de un tumor canceroso, 
siempre se encuentra que estas surgieron de una sola celula. Por 
lo tanto, a diferencia de otras afecciones que requieren modi¬ 
fication de una gran cantidad de celulas, el cancer se debe a la 
proliferation descontrolada de una sola celula extrana (se dice 
que el cancer es monoclonal). Considerese por un momento que 
el cuerpo humano tiene trillones de celulas, billones de las cuales 
se someten a division celular cualquier dia determinado. Aunque 
casi todas estas celulas en division tienen el potential de cam- 
biar su composition genetica y crecer hasta formar un tumor 
maligno, esto solo ocurre en cerca de un tercio de la poblacion 
humana durante toda su vida. 

Una de las principales razones por las que mas celulas no 
originan tumores cancerosos es que la transformation maligna 
requiere mas que una sola alteration genetica. El desarrollo de 
un tumor maligno (carcinogenia) es un proceso con multiples 
pasos que se caracteriza por una progresion de alteraciones per- 
manentes en una sola linea de celulas, lo que puede ocurrir en 
el transcurso de muchas divisiones celulares sucesivas y requerir 
de varios anos para completarse. Cada cambio genetico puede 
inducir una caracteristica especifica del estado maligno, como 
la protection contra la apoptosis, como se expone en la section 
16-1. Conforme estos cambios geneticos ocurren gradualmente, 
las celulas de la linea se hacen cada vez menos reactivas a la 
maquinaria reguladora normal del organismo y mas capaces de 
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invadir tejidos normales. Segun este concepto, la tumorigenesis 
requiere que la celula que inicia el cancer sea capaz de experi¬ 
mental un gran numero de divisiones celulares. Este requeri- 
miento ha hecho que se ponga mucha atencion en los tipos de 
celulas presentes en un tejido que podrian tener el potencial 
de convertirse en tumorales. 

Los tumores solidos mas comunes (como los de mama, 
colon, prostata y pulmon) surgen en tejidos epiteliales que 
de manera normal experimentan un nivel relativamente alto de 
division celular. Lo mismo es valido para las leucemias, que 
se desarrollan en tejidos formadores de sangre en rapida divi¬ 
sion. Las celulas de estos tejidos pueden clasificarse de manera 
aproximada en tres grupos: a) celulas madre, con potencial de 
proliferacion ilimitado, que tienen la capacidad de producir mas 
celulas iguales, y dar origen a todas las celulas del tejido (pag. 
18); b) celulas progenitoras, que se derivan de celulas madre y 
poseen capacidad limitada de proliferar, y c) los productos fina¬ 
les diferenciados del tejido, que por lo general han perdido la 
capacidad de dividirse. En la figura 17-5 se presentan ejemplos 
de estos tres grupos. 

Dado el hecho de que la formation de un tumor requiere 
que una celula sea capaz de dividirse extensamente, se han con- 
siderado dos escenarios generales para el origen de los tumores. 
En un escenario, el cancer surge de una poblacion relativamen¬ 
te pequena de celulas madre que habitan dentro de cada tejido 
adulto. Dadas su larga vida y su potential de division ilimitado, 
las celulas madre tienen la oportunidad de acumular las mutacio- 
nes requeridas para la transformation maligna. Varios estudios 
sugieren que las celulas madre son el origen de diferentes tipos 
de tumores. En otro escenario, las celulas progenitoras “com- 
prometidas” pueden dar origen a tumores malignos al adquirir 
determinadas propiedades, como la capacidad de proliferation 
ilimitada, como parte del proceso de progresion tumoral. Estos 
dos escenarios no se excluyen mutuamente, ya que algunos 
tumores bien pueden surgir de celulas madre y otros pueden 
hacerlo de la poblacion de celulas progenitoras comprometidas. 

A medida que el cancer crece,las celulas de la masa tumoral 
se someten a un tipo de selection natural que propicia la acumu- 
lacion de celulas con propiedades mas favorables para el creci- 
miento tumoral. Por ejemplo, solo las neoplasias que contienen 



FIGURA 16-7 Detection de celulas anormales (premalignas) en un exten- 
dido de Papanicolaou, a) Celulas epiteliales escamosas normales del cuello 
uterino. Las celulas tienen una morfologia uniforme con nucleo central y 


celulas que mantienen la longitud de sus telomeros son capaces 
de sostener un crecimiento ilimitado (pag. 505). Cualquier celu¬ 
la que aparezca dentro de un tumor que exprese telomerasa tiene 
una enorme ventaja de crecimiento sobre las demas celulas que 
no expresan esta enzima. Con el tiempo proliferan las celulas 
que expresan la telomerasa, mientras que aquellas que no cuen- 
tan con la enzima mueren hasta que todas las celulas del tumor 
contienen telomerasa. La expresion de tal enzima ilustra otra 
caracteristica importante de la progresion tumoral; no todos 
estos cambios se deben a una mutation genetica. La activation 
de la expresion de telomerasa puede considerarse un cambio 
epigenetico, uno que se debe a la activation de un gen reprimi- 
do en condiciones normales. Como se explica en el capitulo 12, 
es probable que este tipo de proceso de activation implique un 
cambio en la estructura de la cromatina en y alrededor del gen 
o un cambio en el estado de la metilacion del DNA, o ambas 
cosas. Una vez que se produce el cambio epigenetico, se trans¬ 
mite a toda la progenie de esa celula y, por consiguiente, repre- 
senta una alteration heredable y permanente. Incluso despues 
de convertirse en malignas, las celulas cancerosas no dejan de 
acumular mutaciones y cambios epigeneticos que las torna cada 
vez mas anormales (como resulta evidente en la figura 16-5). 
Esta inestabilidad genetica hace que la enfermedad sea dificil 
de tratar con la quimioterapia conventional porque a menudo 
surgen celulas dentro de la masa tumoral resistentes al farmaco. 

Los cambios geneticos que ocurren durante la progresion 
tumoral a menudo se acompanan de cambios histologicos, esto 
es, cambios en el aspecto de las celulas. Los cambios iniciales 
con frecuencia producen celulas que pueden identificarse como 
“precancerosas”, lo cual indica que han adquirido algunas de las 
propiedades de una celula cancerosa, como la perdida de deter- 
minados controles de la proliferation, pero carecen de la capa- 
cidad de invadir tejidos normales o metastatizarse. El frotis de 
Papanicolaou es una prueba para detectar celulas precancerosas 
en el recubrimiento epitelial del cuello uterino. El desarrollo de 
cancer cervical casi siempre progresa durante mas de 10 anos y 
se distingue por celulas cada vez mas anormales (menos diferen- 
ciadas que las celulas normales, con nucleos mas grandes, como 
se ve en la figura 16-7). Cuando se detectan celulas con apa- 
riencia anormal, el sitio precanceroso del cuello uterino puede 



(b) 

pequeno. b ) Celulas anormales de una tumoracion in situ, un cancer prein- 
vasivo del cuello uterino. Las celulas tienen formas heterogeneas y nucleos 
grandes. (Micrografias de © Vu/Cabisco/Visuals Unlimited.) 
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Perdida de gen APC El DNA pierde Mutacion Perdida de gen DCC Perdida de gen TP53 Expresion excesiva 



FIGURA 16-8 Una de varias secuencias posibles de cambios geneticos en Las fiinciones de la mayoria de los genes se explican mas adelante en el 

un linaje celular que puede conducir al desarrollo de cancer de colon. capitulo. 


localizarse y destruirse con laser, congelamiento o intervention 
quirurgica. Algunos tejidos a menudo generan tumores benignos, 
que contienen celulas las cuales han proliferado para formar una 
masa con pocas probabilidades de hacerse maligna. Las molas 
(lunares) que todo el mundo posee son un ejemplo de tumores 
benignos. Estudios recientes indican que las celulas pigmen- 
tarias que constituyen una mola experimentan una respuesta 
que las hace entrar en un estado de detention permanente de 
la division, llamado senescencia. Al parecer esta es inducida en 
las celulas pigmentarias despues de que han sufrido algunos 
de los cambios geneticos que en otras circunstancias las harian 
convertirse en malignas. Este concepto de “senescencia forzada” 
podria representar otra via que ha surgido en la evolution para 
restringir el desarrollo de cancer en los organismos superiores. 

Como resulta evidente en la siguiente description, los genes 
que intervienen en la carcinogenesis constituyen un subgrupo 
especifico del genoma cuyos productos participan en actividades 
tan diversas como la progresion de la celula por el ciclo celular, 
la adhesion de las celulas a sus vecinas, apoptosis y reparation 
del dano del DNA. Los distintos tipos de cancer casi siempre 
tienen una combination diferente de genes mutados, aunque 
estan afectadas muchas de las mismas vias celulares. Sin embar¬ 
go, incluso en un mismo tipo de cancer hay una gran variabili- 
dad entre los genes particulares que suelen mutar. En terminos 
geneticos, el cancer mejor definido es el del colon, en el que 
distintos genes tienden a mutar en las diversas etapas del desa¬ 
rrollo tumoral (fig. 16-8). 2 Se encuentran mutaciones en el gen 
APC en mas de 60% de los adenomas (polipos) benignos mas 
pequenos del colon, lo que sugiere que la mutacion en este gen 
se presenta con frecuencia como un primer paso en el desarrollo 
del cancer de colon (fig. 16-8). En cambio, el gen TP53 tiende 
a mutar solo en etapas avanzadas de la evolution. Las celulas de 
cancer metastasico de colon, que se encuentran en la ultima eta- 
pa de progresion del cancer, tienen niveles altos de expresion del 
gen PRL3, que codifica una tirosinfosfatasa. PRL3 se expresa en 
niveles mucho menores en las celulas anteriores a la metastasis. 
Las funciones de los genes APC y TP53 se describen mas ade¬ 
lante en este capitulo; la funcion de PRL3 se desconoce. 

En el ultimo decenio se desarrollo una nueva tecnologia 
para analizar la expresion genica que algun dia podria tener un 
efecto considerable en la forma en que se diagnostica y trata el 
cancer. Esta tecnologia, que emplea microfragmentos de DNA 
(o chips de DNA), se describe con detalle en la pagina 515. En 


2 En este capitulo, que trata sobre todo de la biologia humana, se sigue una conven¬ 
tion cada vez mas usual: los genes humanos se escriben con letras mayusculas (p. ej., 
APC), los genes de ratones con la letra inicial mayuscula (p. ej., Brcal) y los genes 
viricos con minusculas (p. ej., src). 


pocas palabras, se prepara una laminilla de vidrio que contiene 
unas cuantas a miles de manchas de DNA y cada mancha con¬ 
tiene el DNA correspondiente a un solo gen conocido. En la 
microserie puede incluirse cualquier grupo particular de genes, 
como los que se cree que participan en el crecimiento y la divi¬ 
sion, o los que al parecer provocan el desarrollo y diferenciacion 
de los linfocitos o algun otro tipo celular. Una vez preparado, 
la microserie se incuba con cDNA con marca fluorescente sin- 
tetizado a partir de los mRNA de una poblacion particular de 
celulas, como las de una masa tumoral que se extrajo durante 
una operation, o de celulas sanguineas cancerosas de un paciente 
con leucemia. Los cDNA con marca fluorescente forman hibri- 
dos con las manchas de DNA complementario inmovilizado en 
la laminilla y el analisis posterior del patron de fluorescencia 
informa a los investigadores cuales mRNA estan presentes en 
las celulas tumorales y su abundancia relativa dentro de la pobla¬ 
cion de RNA mensajero. 

Los estudios con microseries de DNA mostraron que los 
perfiles de expresion genica pueden suministrar information 
invaluable sobre las propiedades de un tumor. Por ejemplo, se ha 
reconocido que: a) la progresion de un tumor se relaciona con 
un cambio en la expresion de genes particulares; b) se pueden 
distinguir los distintos tipos de cancer con base en sus perfiles 
de expresion genica; c) el perfil de expresion genica de un tumor 
especifico puede revelar la agresividad probable (letalidad) de un 
tumor especifico, y d) el perfil de expresion genica de un tumor 
especifico puede arrojar indicios sobre la forma terapeutica con 
mayor probabilidad de inducir regresion del tumor. Estos aspec- 
tos se pueden revisar con mas detalle. 

La figura 16-9 muestra los niveles en los que se encon- 
traron transcritos 50 genes diferentes en dos tipos distintos de 
leucemia, la leucemia linfoblastica aguda (ALL) y la leucemia 
mieloide aguda (AML). Los genes usados en esta figura (sus 
nombres aparecen al lado derecho) representan a aquellos cuya 
transcription mostro la mayor diferencia entre estos dos tipos 
de canceres sanguineos. Cada columna representa los resulta- 
dos de un solo paciente con ALL o AML, de manera que las 
columnas permiten comparar las similitudes en la expresion del 
gen entre un sujeto y otro. Los niveles de expresion genica se 
indican con color desde el azul oscuro (nivel mas bajo) hasta el 
rojo oscuro (nivel mas alto). La mitad superior de la figura iden- 
tifica a los genes que se transcriben con un nivel mucho mayor 
en las celulas de ALL, mientras que la mitad inferior senala los 
genes que se transcriben con un nivel mucho mas alto en las 
celulas de AML. Estos estudios aportan evidencia de que hay 
muchas diferencias en la expresion genica entre distintos tipos 
de tumores. Algunas de estas divergencias pueden relacionar- 
se con las diferencias biologicas entre los tumores; una de ellas 
deriva de una progenitora mieloide y la otra de una progenitora 
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linfoide (vease fig. 17-5). No obstante, la mayoria de las diferen- 
cias son inexplicables. Por ejemplo, ^por que el gen que codifica 
la catalasa (el ultimo gen de la lista) se expresa en un nivel bajo 
en la ALL y en uno elevado en la AML? Aun si estos estudios 
no pueden responder a esta pregunta, proporcionan a los investi- 


gadores una lista de los genes que deben considerarse mas como 
blancos potenciales para los farmacos terapeuticos. 

Cuanto mas pronto se descubra el cancer, es mas proba¬ 
ble que la persona pueda curarse; este es uno de los principios 
cardinales del tratamiento contra el cancer. Incluso asi, cierto 


ALL 


AML 



C-myb (U22376) 

Proteasoma iota (X59417) 

MB-1 (U05259) 

Ciclina D3 (M92287) 
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IRF2 (X15949) 

TFIIE(3 (X63469) 

Deshidrogenasa de acil-coenzima A (M91432) 
SNF2 (U29175) 

(Ca2+)-ATPase (Z69881) 

SRP9 (U20998) 

MCM3 (D38073) 

Deoxihipusina sintasa (U26266) 

Op 18 (M31303) 

Rabaptina-5 (Y08612) 

Proteina heterocromatina p25 (U35451) 
Receptor IL-7 (M29696) 

Desaminasa de adenosina (M13792) 



Fumarilacetoacetato (M55150) 
Zyxin (X95735) 

Sintasa LTC4 (U50136) 

LYN (M16038) 

HoxA9 (U82759) 

CD33 (M23197) 

Adipsina (M84526) 

Receptor de leptina (Y12670) 
Cistatina C (M27891) 
Proteoglucano 1 (XI7042) 
Precursor de IL-8 (M28130) 
Azurocidina (M96326) 

P 62 (U46751) 

CyP3 (M80254) 

MCL1 (L08246) 

ATPasa (M62762) 

IL-8 (M28130) 

Catepsina D (M63138) 
Lectina (M57710) 

MAD-3 (M63138) 

CDllc (M81695) 

Ebp72 (X85116) 

Lisozima (Ml9045) 
Properdina (M83652) 

Catalasa (X04085) 
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FIGURA 16-9 Perfil de expresion genica que distingue dos tipos de leuce- 
mia. Cada fila muestra el nivel de expresion de un solo gen cuyo nombre 
aparece a la derecha de la fila. Se indican los niveles de expresion de 50 genes 
distintos. La clave de color se muestra en el fondo de la figura e indica que 
el nivel mas bajo de expresion es el azul oscuro y el mas alto el rojo intenso. 
Cada columna representa los datos de una muestra (paciente) diferente. Las 
columnas de la izquierda muestran los perfiles de expresion de personas con 
leucemia linfoblastica aguda (ALL), mientras que las columnas de la derecha 


25 3 

Alta 

senalan los perfiles de expresion de individuos con leucemia mieloide aguda 
(AML) (indicadas por las llaves en la parte superior). Resulta evidente que 
los genes del cuadro superior se expresan con un nivel mucho mayor en los 
sujetos con ALL, mientras que los genes del cuadro inferior se expresan en 
un nivel mucho mas alto en pacientes con AML. (Los genes incluidos en la 
figura se eligieron por estas diferencias en la expresion entre ambas enferme- 
dades.) (Tomada de T. R. Golub et al., Science 286:534,1999; © 1999 
American Association for the Advancement of Science.) 



































































































































































































670 Capitulo 16 CANCER 


porcentaje de tumores resulta fatal, pese a que se reconocen 
y extirpan en una etapa temprana. Por ejemplo, parece que 
algunos tipos de cancer mamario en etapas tempranas libe- 
ran celulas capaces de iniciar la formacion de tumores secun- 
darios (metastasis) en sitios distantes, mientras que otros no. 
Estas diferencias determinan el pronostico del paciente. En un 
estudio fundamental realizado en 2002 se encontro que es pro¬ 
bable que se descubra el pronostico de un determinado cancer 
mamario segun sea el nivel de expresion de unos 70 genes de 
entre los miles que se estudiaron en microseries de DNA (fig. 
16-10). Este hallazgo tiene aplicaciones clinicas de importancia 
para guiar el tratamiento de personas con cancer mamario. Las 
mujeres con tumores en etapa temprana que tienen un perfil de 
“mal pronostico” con base en el patron de expresion genica (fig. 
16-lOa) pueden recibir tratamiento agresivo con quimioterapia 
para maximizar la prevention posible de tumores secundarios. 
En la practica actual no es probable que estas personas reciban 
algun tipo de quimioterapia porque no hay indication de que el 
tumor se haya diseminado, segun los criterios convencionales. 
Por el contrario, las mujeres cuyos tumores tienen un perfil de 
“buen pronostico” podrian ahorrarse los agentes quimiotera- 
picos mas debilitantes, aun cuando sus tumores parezcan mas 
avanzados (fig. 16-10 b). En anos recientes, varias companias 
han lanzado pruebas de laboratorio para analizar los perfiles de 
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FIGURA 16-10 Uso de los datos de una microserie de DNA para elegir el 
tratamiento. Cada grafica muestra el indice de supervivencia respecto del 
tiempo de pacientes con cancer mamario que tenian buen o mal pronostico, 
de acuerdo con el nivel de expresion de 70 genes seleccionados. Las pacien¬ 
tes de ( a ) no mostraron evidencia visible de que el cancer se diseminara a 
los ganglios linfaticos cercanos al momento de la intervention quirurgica. 
Como se indica en la grafica: 1) no todas estas personas sobrevivieron y 2) la 
probabilidad de supervivencia puede predecirse en gran medida por los per¬ 
files de expresion genica de sus tumores. Esto permite a los medicos tratar 
a las pacientes con mal pronostico en forma mas agresiva en comparacion 
con aquellas con buen pronostico. Los individuos en (7) revelaron evidencia 
visible de diseminacion de celulas cancerosas a los ganglios linfaticos cerca¬ 
nos. Como se indica en la grafica, la probabilidad de sobrevivir en este grupo 
tambien puede predecirse con los datos de la expresion genica. En condi- 
ciones normales, todos los sujetos de este grupo recibirfan tratamiento muy 
agresivo, que tal vez no sea necesario para los que tienen buen pronostico. 
(Tomada de M. J. van de Vijver et al., New Engl J Med 347:2004- 
2005,2002. © 2002, Massachusetts Medical Society.) 


expresion genica de canceres de mama individuales en un inten- 
to de ayudar a determinar el mejor curso de tratamiento para 
estas pacientes. La validez de tales pruebas se evalua actualmen- 
te en grandes ensayos clinicos. Se espera que al final los perfiles 
de expresion genica puedan usarse para mejorar el diagnostico 
y optimizar el tratamiento para sujetos individuales con todos 
los tipos de cancer. 


Genes supresores de tumor y oncogenes: 
frenos y aceleradores 

Los genes que intervienen en la carcinogenesis se dividen en dos 
grandes categorias: genes supresores de tumores y oncogenes. 
Los genes supresores de tumores actuan como frenos celu- 
lares, codifican proteinas que restringen el crecimiento celular 
y previenen la transformation maligna de las celulas (vease fig. 
16-11 a). La existencia de estos genes se descubrio en los estu- 
dios de finales del decenio de 1960 en los que se fusionaron 
celulas normales y malignas de roedor. Algunas de las celulas 
hibridas que se formaron en este tipo de fusion perdieron sus 
caracteristicas malignas, lo que sugiere que una celula normal 
tiene factores que pueden suprimir el crecimiento descontro- 
lado de una celula cancerosa. Se acumularon mas datos de la 
existencia de genes supresores de tumores con las observaciones 
de que regiones espetificas de algunos cromosomas particulares 
siempre se eliminan en celulas de ciertos tipos de cancer. Si la 
ausencia de tales genes se vincula con el desarrollo de un tumor, 
entonces se infiere que la presencia normal de estos genes supri- 
me la formation de neoplasias. 

Por otro lado, los oncogenes codifican proteinas que pro- 
mueven la perdida del control de crecimiento y la conversion 
de una celula a su estado maligno (fig. 16-1 \b). La mayoria de 
los oncogenes actua como aceleradores de la proliferation 
celular, pero tambien tienen otras funciones. Los oncogenes 
pueden ocasionar inestabilidad genetica, impedir que una celu¬ 
la se vuelva victima de la apoptosis o promover la metastasis. 
La existencia de oncogenes se descubrio mediante una serie de 
investigaciones con virus tumorales de RNA que se documenta 
en la section Vias experimentales al final de este capitulo. Estos 
virus transforman una celula normal en una maligna porque tie¬ 
nen un oncogen que codifica una proteina que interfiere con las 
actividades normales de la celula. El momento crucial en estos 
estudios llego en 1976, cuando se descubrio que un oncogen 
llamado src, portado por un virus tumoral de RNA denominado 
virus del sarcoma aviar, estaba en realidad presente en el geno- 
ma de las celulas no infectadas. De hecho, el oncogen no era 
un gen virico, sino un gen celular que se habia incorporado en 
el genoma viral durante una infection previa. Pronto se hizo 
evidente que las celulas tienen diversos genes, ahora conocidos 
como protooncogenes, con la capacidad de corromper las pro- 
pias actividades celulares y conducirlas hacia el estado maligno. 

Como se explica mas adelante, los protooncogenes codi¬ 
fican proteinas que tienen varias funciones en las actividades 
normales de la celula. Los protooncogenes pueden convertirse en 
oncogenes ( activarse ) por varios mecanismos (fig. 16-12): 

1. El gen puede mutar de tal manera que altere las propiedades 
del producto del gen para que ya no funcione en forma nor¬ 
mal (fig. 16-12, via a). 
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FIGURA 16-11 Efectos contrastantes de las mutaciones en los 
>w genes supresores de los turn ores ( a ) y los oncogenes ( b ). Mien- 
tras que una mutacion en una de las dos copias (alelos) de un oncogen puede 
ser suficiente para hacer que la celula pierda el control del crecimiento, para 
inducir el mismo efecto deben eliminarse ambas copias de un gen supresor 
tumoral. Como se explica un poco mas adelante, los oncogenes surgen de 


protooncogenes como efecto de mutaciones con ganancia de funcion, esto 
es, mutaciones que hacen que el producto del gen tenga nuevas funciones 
que conducen a la transformacion maligna. Por el contrario, los genes supre¬ 
sores tumorales sufren mutaciones con perdida de funcion o desactivacion 
epigenetica que los vuelven incapaces de limitar el crecimiento celular. 
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FIGURA 16-12 Activacion de un protooncogen a un oncogen. La activacion puede 
^2^1 realizarse de varias maneras, como se indica en esta figura. En la via a, una muta¬ 
cion del gen altera la estructura y funcion de la proteina codificada. En la via b, la amplifi¬ 
cation del gen produce una expresion excesiva de este. En la via c, un reordenamiento del 
DNA pone un nuevo segmento de DNA cerca o junto al gen, lo que altera su expresion o 
la estructura de la proteina codificada. 
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2. El gen puede duplicarse una o mas veces, lo que produce la 
amplification y production excesiva de la proteina codificada 
(fig. 16-12, via b). 

3. Puede haber un nuevo ordenamiento cromosomico que 
mueva una secuencia de DNA distante en el genoma hasta 
quedar proxima al gen, lo que modifica la expresion del gen o 
la naturaleza del producto genico (fig. 16-12, via c). 

Cualesquiera de estas alteraciones genicas puede hacer que 
una celula pierda capacidad de respuesta al control del creci- 
miento normal, lo cual hace que funcione como una celula 
maligna. Los oncogenes actuan de manera dommante, lo que 
significa que una sola copia de un oncogen puede hacer que la 
celula exprese el fenotipo alterado, sin importar que haya o no 
una copia normal inactivada del gen en el cromosoma homologo 
(fig. 16-11^). Los investigadores han aprovechado esta propie- 
dad para identificar a los oncogenes mediante la introduction 
del DNA sospechoso de contener el gen en celulas cultivadas 
para vigilar luego en busca de evidencia de alteration en las pro- 
piedades de crecimiento. 

Ya se explico antes que el desarrollo de un tumor maligno 
humano requiere mas que una sola alteration genetica. La razon 
se vuelve aparente cuando se comprende que hay dos tipos de 
genes causantes de la formation tumoral. Siempre que una celula 
tenga su complemento integro de genes supresores tumorales, se 
considera protegida contra los efectos de un oncogen por razo- 
nes evidentes durante la explication de estos genes mas adelante. 
La mayoria de los tumores contienen alteraciones en los genes 
supresores de neoplasias y los oncogenes, lo que sugiere que 
la perdida de una funcion supresora tumoral en la celula debe 
acompanarse de la conversion de un protooncogen en un onco¬ 
gen antes que la celula se tome maligna. Incluso en ese caso, es 
posible que la celula no manifieste todas las propiedades nece- 
sarias para invadir a los tejidos circundantes o formar colonias 
secundarias por metastasis. Se requieren mutaciones en genes 
adicionales, como los que codifican a las moleculas de adhesion 
celular o las proteasas extracelulares (descritas en la pagina 206), 


para que estas celulas adquieran un fenotipo completo que pon- 
ga en riesgo la vida. Por ejemplo, los estudios de cancer colo¬ 
rectal indican que se necesitan mutaciones hasta en siete genes 
diferentes para el desarrollo de un tumor por completo maligno. 
En 2005, el National Cancer Institute lanzo la fase initial de una 
polemica iniciativa a 10 anos con costo de 1 500 millones de 
dolares llamada Proyecto Genoma del Cancer Humano, cuyo 
objetivo es identificar todas las mutaciones y alteraciones geno- 
micas comunes que ocurren en una amplia variedad de tipos 
de cancer. La meta final es secuenciar los genomas de muestras 
tumorales de alrededor de 12 500 pacientes. Se espera que el 
proyecto descubra un nuevo conjunto de blancos antes descono- 
cidos para usarlos en diagnostico, Gasification y tratamiento de 
esas enfermedades. 

Ahora se pueden considerar las funciones de los productos 
que codifican los genes supresores tumorales y los oncogenes, 
ademas de examinar como las mutaciones en estos genes pueden 
hacer que una celula se vuelva maligna. 

Genes supresores de tumores La transformation de una 
celula normal en una cancerosa se acompana de la perdida de la 
funcion de uno o mas genes supresores tumorales. Por ahora hay 
cerca de dos docenas de genes referidos como supresores tumo¬ 
rales en los seres humanos, algunos de los cuales se listan en el 
cuadro 16-1. Entre los genes de la lista se incluyen los que codi¬ 
fican factores de transcription (p. ej., TP53 y WT1), regulado- 
res del ciclo celular (p. ej., RBypl6), componentes que regulan 
las vias de senalizacion ( NF1 ), una fosfatasa de fosfoinositido 
(. PTEN) y una proteina que regula la elongation y degradation 
proteica ( VHL). De una u otra manera, casi todas las proteinas 
que codifican los genes supresores tumorales actuan como regu- 
ladores negativos de la proliferation celular, razon por la cual su 
elimination promueve el crecimiento celular descontrolado. Los 
productos de los genes supresores tumorales tambien ayudan a 
mantener la estabilidad genetica, lo cual puede ser una razon 
primordial por la que los tumores contienen cariotipos tan anor- 
males (fig. 16-5). Algunos genes supresores tumorales partici- 


Cuadro 16-1 


Genes supresores de tumores 


Gen 

Tumor primario 

Funcion propuesta 

Smdrome heredado 

APC 

Colorrectal 

Se une con la catenina beta y actua como factor 
de transcripcion 

Poliposis adenomatosa familiar 

ARF 

Melanoma 

Activacion de p53 (antagonista de MDM2) 

Melanoma familiar 

BRCA1 

Mamario 

Reparacion de DNA 

Cancer mamario familiar 

MSH2, MLH1 

Colorrectal 

Reparacion de discrepancia 

HNPCC 

E-Cadherina 

Mamario, colonico, etc. 

Molecula de adhesion celular 

Cancer gastrico familiar 

INK4a 

Melanoma, pancreatico 

Inhibidor de pl6:Cdk 
pl4 A RF : estabiliza a p53 

Melanoma familiar 

NF1 

Neurofibromas 

Activa la GTPasa de Ras 

Neurofibromatosis tipo 1 

NF2 

Meningiomas 

Vincula la membrana con el citoesqueleto 

Neurofibromatosis tipo 2 

pi6 (MTS1) 

Melanoma 

Inhibidor de Cdk 

Melanoma familiar 

TP53 

Sarcomas, linfomas, etc. 

Factor de transcripcion (ciclo celular y apoptosis) 

Smdrome de Li-Fraumeni 

PTEN 

Mamario, tiroideo 

Fosfatasa PIP 3 

Enfermedad de Cowden 

RB 

Retiniano 

Se une con E2F (regulation de transcripcion 
en el ciclo celular) 

Retinoblastoma 

VHL 

Renal 

Elongation y degradation proteica 

Smdrome de von Hippel-Lindau 

WT1 

Tumor de Wilms renal 

Factor de transcription 

Tumor de Wilms 
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pan en el desarrollo de una gran variedad de distintos tipos de 
cancer, mientras que otros intervienen en la formation de uno o 
algunos tipos de cancer. 

Es de todos sabido que los miembros de algunas familias 
tienen un riesgo elevado para desarrollar ciertos tipos de can¬ 
cer. Aunque estos sindromes cancerosos hereditarios son raros, 
proporcionan una oportunidad sin precedentes para identificar 
genes supresores de tumores que, en caso de ausencia, contribu- 
yen al desarrollo de formas hereditarias y esporadicas (no heredi- 
tarias) de cancer. El primer gen supresor tumoral que se estudio 
y al final se clono (y uno de los mas importantes) se relaciona 
con un raro cancer infantil de la retina, el retinoblastoma. El gen 
causante de este trastorno se conoce como RB. La incidencia del 
retinoblastoma sigue dos patrones distintos: a) ocurre con gran 
frecuencia y en edades tempranas en los miembros de ciertas 
familias y b) se presenta en forma esporadica a una edad mayor 
entre miembros de la poblacion en general. El hecho de que el 
retinoblastoma aparezca en ciertas familias sugiere que el cancer 
puede heredarse. El examen de las celulas de ninos que sufren 
retinoblastoma revelo que un miembro del par decimotercero de 
cromosomas homologos carecia de una pequena parte de la por¬ 
tion interior del cromosoma. La deletion se encontraba en todas 
las celulas de los ninos, en las del cancer retiniano y las de otras 


partes del cuerpo, lo que indicaba que la alteration cromosomica 
se heredo de alguno de los padres. 

El retinoblastoma se hereda como un rasgo genetico domi- 
nante porque los miembros de las familias con alto riesgo que 
desarrollan la enfermedad heredan un alelo normal y uno anor- 
mal. No obstante, a diferencia de la mayoria de los trastornos 
dominantes, como la enfermedad de Huntington, en la que los 
individuos que heredan un gen faltante o alterado siempre desa¬ 
rrollan la enfermedad, los ninos que heredan un cromosoma sin 
el gen del retinoblastoma tienen una predisposition marcada 
para desplegar el tumor, en lugar de heredar el trastorno como 
tab De becho, cerca de 10% de los individuos que heredan un 
cromosoma con una deletion RB nunca desarrollan cancer de 
la retina. ^Como es que un pequeno porcentaje de estos sujetos 
predispuestos escapa a la enfermedad? 

En 1971, Alfred Knudson de la Texas University explico 
la base genetica del retinoblastoma; propuso que el desarrollo 
del retinoblastoma requiere la mutation o elimination de ambas 
copias del gen RB de una celula retiniana para que la celula pue- 
da dar origen a un retinoblastoma. En otras palabras, el cancer 
surge como resultado de dos “golpes”independientes en una sola 
celula. En casos de retinoblastoma esporadico, el tumor se desa¬ 
rrollo a partir de una celula retiniana en la que ambas copias del 
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FIGURA 16-13 Mutaciones en el gen RB que pueden conducir al retino¬ 
blastoma. a) En casos esporadicos (no familiares) de la enfermedad, un 
individuo comienza su vida con dos copias normales del gen RB en el cigoto 
y el retinoblastoma se desarrolla solo en los raros sujetos en los que una 
celula retiniana determinada acumula mutaciones independientes en ambos 
alelos del gen. b ) En los casos familiares (hereditarios) de la enfermedad, 


una persona comienza su vida con un alelo anormal del gen RB, casi siem¬ 
pre una deletion. Por lo tanto, todas las celulas de la retina tienen por lo 
menos uno de sus genes RB sin fimcion. Si el otro alelo RB en una celula 
retiniana se desactiva, las mas de las veces como resultado de una mutacion 
puntual, esa celula da origen a un tumor retiniano. 
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gen RB sufrieron mutation espontanea sucesiva (fig. 16-13 a). 
Como la probabilidad de que ambos alelos del mismo gen sean 
bianco de mutaciones debilitantes en la misma celula es extre- 
madamente baja, la incidencia de cancer en la poblacion general 
es bajlsima. En cambio, las celulas de una persona que hereda un 
cromosoma con una deletion de RB ya se encuentran a la mitad 
del camino de convertirse en malignas. Una mutation en el alelo 
RB restante en cualquiera de las celulas de la retina produce una 
celula que carece del gen RB normal y por tanto no puede crear 
un producto funcional del gen RB (fig. 16-1 lb). Esto explica 
por que los individuos que heredan un gen RB anormal tienen 
una predisposition tan alta a desarrollar el cancer. El segundo 
“golpe” no ocurre en cerca de 10% de estos sujetos y no desa- 
rrolla la anomalia. La hipotesis de Knudson se confirmo mas 
tarde mediante el examen de las celulas de pacientes con una 
disposition hereditaria al retinoblastoma, en el que se encon- 
tro que ambos alelos del gen estaban alterados en las celulas 
cancerosas, como se habia anticipado. Las personas con retino¬ 
blastomas esporadicos tienen celulas normales que carecen de 
mutaciones RB y celulas tumorales en las que ambos alelos del 
gen son anormaies. 

Aunque las deficiencias en el gen RB se manifiestan prime- 
ro en el desarrollo de canceres de la retina, este no es el final de la 
historia. Las personas que sufren la forma hereditaria del retino¬ 
blastoma tambien tienen un alto riesgo de desarrollar otros tipos 
de tumores en edades mas avanzadas, sobre todo sarcomas de 
tejidos blandos (tumores de origen mesenquimatoso en lugar 
de epitelial). Las consecuencias de las mutaciones RB no se limi- 
tan a las personas que heredan un alelo mutante. Las mutaciones 
en los alelos RB son un fenomeno frecuente en los tipos espo¬ 
radicos de cancer de mama, prostata y pulmon entre individuos 
que heredaron dos alelos RB normales. Cuando las celulas de 
estos tumores se cultivan in vitro, la reintroduccion de un gen 
RB de tipo nativo en las celulas es suficiente para suprimir su 
fenotipo canceroso, lo que indica que la perdida de esta funcion 
genica contribuye en buena medida a la genesis tumoral. A con¬ 
tinuation se revisa con mas detalle el papel del gen RB. 

Elpapel depRb en la regulacion del ciclo celular La importancia 
del ciclo celular en el crecimiento y proliferation de las celulas se 
trato en los capitulos 14 y 15, en los que se senalo que los facto- 
res que controlan el ciclo celular pueden tener un papel central 
en el desarrollo del cancer. En su funcion mejor estudiada, la 
proteina que codifica el gen RB, pRb, ayuda a regular el paso 
de las celulas de la etapa del ciclo celular a la fase S, durante 
la cual se produce la sintesis del DNA. Como se explica en la 
pagina 574, la transition de la etapa a la S es un periodo de 
compromiso para la celula; una vez que la celula ingresa en la 
fase S, siempre continua con el resto del ciclo celular y la mitosis. 
La transition de G t a S se acompana de la activation de muchos 
genes diferentes que codifican proteinas, desde polimerasas de 
DNA hasta ciclinas e histonas. Entre los factores de transcrip¬ 
tion que participan en la activation de los genes necesarios para 
las actividades de la fase S figuran miembros de la familia E2F 
de los factores de transcription, que son blancos clave de pRb. 
El papel de pRb en el control de la actividad de E2F se ilustra 
en la figura 16-14. Durante G^las proteinas E2F se mantienen 
unidas con pRb, lo cual impide que activen varios genes que 
codifican proteinas necesarias para las actividades de la fase S (p. 
ej., ciclina E y polimerasa alfa de DNA). Los estudios sugieren 


(como indica el paso 1 de la figura 16-14) que el complejo E2F- 
pRb se relaciona con el DNA, pero actua como represor geni- 
co y no como activador. A medida que se aproxima el final de 
la etapa G i; la subunidad pRb del complejo pRb-E2F se fosfo- 
rila por action de las cinasas dependientes de ciclina que regulan 
la transition Gj-S. Una vez fosforilada, pRb libera el E2F unido, 
lo que permite que el factor de transcription active la expresion 
genica y esto marca el compromiso irreversible de la celula para 
ingresar a la fase S. Se esperaria que una celula que pierde la 
actividad pRb como resultado de una mutation en RB perdiera 
su capacidad para desactivar a E2F, lo que eliminaria ciertas res- 
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FIGURA 16-14 El papel de pRb en el control de la transcripcion de genes 
necesarios para la progresion del ciclo celular. Durante la mayor parte de 
Gj, la pRb no fosforilada se une con la proteina E2F. El complejo E2F-pRb 
se une con sitios reguladores en las regiones promotoras de muchos genes 
referidos en la progresion del ciclo celular y actua como represor transcrip- 
cional que bloquea la expresion genica. Es probable que la represion impli- 
que la metilacion de la lisina 9 o la histona H3 que modula la configuration 
de la cromatina (pag. 498). La activacion de la cinasa dependiente de ciclina 
(Cdk) conduce a la fosforilacion de pRb, la cual ya no puede unirse con la 
proteina E2F (paso 2). En la via representada aqui, la perdida de la pRb 
unida convierte a la E2F unida con DNA en un activador de la transcrip¬ 
cion, lo que conduce a la expresion de los genes que se regulan (paso 3). El 
mRNA se traduce en proteinas (paso 4) necesarias para la progresion de las 
celulas de G 1 a la fase S del ciclo celular (paso 5). Se han identificado otras 
funciones de pRb pero no se consideran aqui. 
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tricciones para la entrada a la fase S. E2F es solo una de doce- 
nas de proteinas encargadas de unirse con pRb, lo que sugiere 
que pRb posee muchas funciones mas. Otro hecho que indica 
la complejidad de las interacciones de pRb es que la proteina 
contiene por lo menos 16 residuos de serina y treonina que pue- 
den fosforilarse por la action de cinasas dependientes de ciclina. 
Es probable que la fosforilacion de distintas combinaciones de 
residuos de aminoacidos permita a la proteina interactuar con 
diferentes blancos corriente abajo. 

La importancia de pRb en la regulation del ciclo celular es 
demostrada por el hecho de que varios virus tumorales de DNA 
(incluidos adenovirus, virus del papiloma humano y SV40) 
codifican una proteina que se une con pRb, lo que bloquea su 
capacidad para unirse con E2F. La capacidad de estos virus para 
inducir cancer en celulas infectadas depende de su capacidad 
para bloquear la influencia negativa que tiene pRb sobre la pro- 
gresion de la celula por el ciclo celular. A1 usar estas proteinas 
bloqueadoras de pRb, estos virus obtienen los mismos resultados 
que cuando se elimina el gen RB, lo que conduce al desarrollo de 
tumores en los seres humanos. 

El papel de p53: guardian del genoma A pesar de su discreto 
nombre, es posible que el gen TP53 tenga mas nexos con el 
desarrollo del cancer humano que cualquier otro componente 
del genoma. El gen obtiene su nombre del producto que codifi- 
ca, p53, un polipeptido con masa molecular de 53 000 daltones. 
En 1990, TP53 se reconocio como un gen supresor tumoral, que 
en caso de faltar induce un raro trastorno hereditario llamado 
sindrome de Li-Fraumeni. Las personas con esta anormalidad 
tienen una incidencia muy alta de ciertos tipos de cancer, como 
cancer mamario, cerebral y leucemia. Al igual que los individuos 
con la forma hereditaria del retinoblastoma, los sujetos con sin¬ 
drome de Li-Fraumeni heredan un alelo normal y otro anormal 
(o ausente) del gen supresor tumoral TP53, por lo que son muy 
susceptibles a los diferentes tipos de cancer que se deben a las 
mutaciones aleatorias en el alelo normal. 

La importancia de p53 como arma antitumoral resulta mas 
evidente con el descubrimiento de que mas de 50% de todos los 
tipos de cancer en los humanos contienen celulas con mutaciones 
o deleciones puntuales en ambos alelos del gen TP53. Ademas, 
las neoplasias formadas por celulas que tienen mutaciones TP53 
se acompanan de un menor indice de supervivencia que aquellos 
que tienen el gen nativo TP53. Esta claro que la elimination 
funcional de TP53 es un paso importante en la progresion de 
muchas celulas cancerosas hacia el estado maligno completo. 

^Por que es tan importante la presencia de p53 para pre- 
venir la transformation maligna de una celula? Como se 
explica en la pagina 578, p53 es un factor de transcription que 
activa la expresion de una gran cantidad de genes referidos en 
la regulation del ciclo celular y la apoptosis. La importancia del 
cometido regulador de la transcription de p53 es evidente en la 
figura 16-15, que muestra la localization de las seis mutacio- 
nes que mas a menudo alteran p53 en canceres humanos; todas 
ellas se mapean en la region de la proteina que interactua con 
DNA. Uno de los genes mejor estudiados que activa p53 codi- 
fica una proteina llamada p21 que inhibe la cinasa dependiente 
de ciclina que impulsa a la celula por el punto de revision de G r 
Cuando se eleva el nivel de p53 en la celula danada, se activa 
la expresion del gen p21 y se detiene el avance en el ciclo celular 
(vease fig. 14-9). Esto proporciona a la celula el tiempo necesa- 



FIGURA 16-15 La actividad de p53 es especialmente sensible a las 
mutaciones en su dominio de union a DNA. La proteina p53 consta de 
varios dominios con diferentes funciones. Se muestra un modelo de cinta 
del dominio de union a DNA. Los seis aminoacidos que mutan con mas 
frecuencia en las moleculas de p53 que han sido debilitadas en varios tipos 
de cancer en humanos se indican con nomenclatura de una sola letra (fig. 
2-26). Estos residuos se encuentran en la interfase proteina-DNA o cer- 
ca de ella. (Reimpresa con autorizacion de Y. Cho, S. Gorina, R D. 
Jeffrey, N. P. Pavletich, Science 265:352, 1994; © 1994, American 
Association for the Advancement of Science.) 


rio para reparar el dafio genetico antes de iniciar la replication 
del DNA. Cuando ambas copias del gen TP53 de una celula 
mutan y su producto ya no es funcional, la celula ya no puede 
producir el inhibidor p21 ni ejercer el control por retroalimen- 
tacion que impide el initio de la fase S cuando no esta preparada 
para esta. La falta de reparation del dano en el DNA da lugar a 
la production de celulas anormales que tienen la capacidad de 
volverse malignas. 

La detention del ciclo celular no es la unica manera en que 
p53 protege a un organismo del cancer. Una via alternativa es 
que p53 puede dirigir a una celula con dano genetico por una 
via que termina en la muerte por apoptosis, lo que libra al cuerpo 
de las celulas con potential maligno. Se cree que la proteina p53 
realiza esta tarea mediante varias acciones, incluida la activation 
de la expresion del gen BAX, cuyo producto codificado (Bax) 
inicia la apoptosis (pag. 655). 3 Si se desactivaran ambos alelos 
de TP53, una celula con dano en el DNA no se destruye, aunque 
carezca de la integridad genetica necesaria para mantener un 
crecimiento controlado (fig. 16-16). Cuando se reintroduce 
un gen TP53 normal en una celula cancerosa que perdio ambos 
alelos TP53, la celula modificada por ingenieria genetica sufre a 
menudo apoptosis. 


3 La proteina p53 tambien puede inducir apoptosis por un mecanismo que es inde- 
pendiente de su actividad promotora de la transcripcion. Lo hace interactuando 
directamente con varios miembros de la familia Bcl-2 (vease fig. 15-36) en la mem- 
brana mitocondrial externa. 
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FIGURA 16-16 Un modelo de la funcion de p53. a) La division celular nor¬ 
mal no requiere la participation de p53. b ) Empero, si el DNA de una celula 
se dana como resultado de la exposition a mutagenos, el nivel de p53 se 
eleva y actua para detener la progresion de la celula por Gj o dirigir la celula 
hacia la apoptosis, c ) Si se desactivan ambas copias de TP53 , la celula pierde 
la capacidad para detener el ciclo celular o derivar la celula hacia la apoptosis 


despues del dano del DNA. Como resultado, la celula muere por falla de 
la mitosis o continua su proliferation con anormalidades geneticas, lo cual 
puede conducirla a la formation de una neoplasia maligna. (Tomada de 
D. P. Lane. Reimpresa con autorizacion de Nature 358:15,1992. © 
1992, Macmillan Magazines Ltd.) 


El nivel de p53 en una celula sana en fase es muy bajo. 
Sin embargo, si una celula en G x sufre dano genetico, como ocu- 
rre cuando la celula se somete a luz ultravioleta o carcinogenos 
quimicos, la concentration de p53 se eleva con rapidez. Se puede 
inducir una respuesta similar tan solo con la inyeccion de DNA 
con cadenas rotas en una celula. El aumento de los niveles de 
p53 no se debe a una mayor expresion del gen, sino a un des- 
censo de la degradation de la proteina. La degradation de p53 
se facilita por una proteina llamada MDM2, la cual se une con 
p53 y la escolta fuera del nucleo hacia el citosol. Una vez ahi, 
MDM2 agrega moleculas de ubiquitina a la molecula de p53, 
lo que conduce a su destruction por un proteasoma (pag. 537). 
^De que manera el dano del DNA conduce a la estabilizacion 
de p53? En la pagina 578 se explico que las personas que sufren 
ataxia-telangiectasia carecen de una cinasa de proteina llama¬ 
da ATM y son incapaces de reaccionar en forma adecuada a la 
radiation que dana el DNA. En condiciones normales, ATM se 
activa despues del dano al DNA y p53 es una de las proteinas a 
las que ATM fosforila. La version fosforilada de la molecula p53 
ya no es capaz de interactuar con MDM2, lo cual estabiliza a las 
moleculas existentes de p53 en el nucleo y les permite activar la 
expresion de genes como p21 yBAX(ve ase fig. 16-19). 

Algunas celulas tumorales que se han encontrado, contie- 
nen un gen pS3 de tipo nativo, junto con copias adicionales de 
MDM2. Se cree que estas celulas producen cantidades excesivas 
de MDM2, lo cual impide que los niveles de p53 aumenten 
hasta las cifras necesarias para detener el ciclo celular o inducir 
la apoptosis despues del dano en el DNA (u otros estimulos 
oncogenicos). Esta en marcha un gran esfuerzo para desarrollar 
farmacos que bloqueen la interaction entre MDM2 y p53, en un 
intento de restaurar la actividad de p53 en celulas cancerosas que 
retienen este supresor tumoral clave. La relation entre MDM2 y 
p53 tambien se demostro con eliminaciones genicas. Los rato- 
nes que carecen de un gen que codifique MDM2 mueren en una 
etapa temprana del desarrollo, tal vez porque sus celulas sufren 
apoptosis dependiente de p53. Esta interpretation se apoya con 


el hallazgo de que los ratones que carecen de genes que codifi- 
can tanto MDM2 como p53 (eliminaciones dobles) sobreviven 
hasta la edad adulta pero estan muy propensos a sufrir cancer. 
Como estos embriones no pueden producir p53, no requieren 
una proteina como MDM2 que facilita la destruction de p53. 
Tal observation ilustra un principio importante de la geneti- 
ca oncological aun cuando un gen “crucial” como RB o TP53 
carezca de mutaciones y deleciones, la funcion de ese gen pue¬ 
de afectarse por las alteraciones en otros genes cuyos productos 
sean parte de las mismas vias que el gen “crucial”. En este caso, la 
expresion excesiva de MDM2 puede tener el mismo efecto que 
la ausencia de p53. Siempre que se bloquee una via supresora de 
tumores, no es necesario que se altere el gen supresor tumoral 
mismo. Muchos estudios indican que deben desactivarse la via 
de p53 y la de pRb, de una forma u otra, para permitir la progre¬ 
sion de la mayoria de las celulas tumorales. 

A causa de su capacidad para iniciar la apoptosis, p53 tiene 
un papel central en el tratamiento del cancer por radiation y 
quimioterapia. Durante muchos anos se asumio que las celulas 
cancerosas son mas susceptibles que las normales a los farmacos 
y la radiation porque las celulas malignas se dividen con mas 
rapidez. Sin embargo, algunas celulas cancerosas se dividen con 
mas lentitud que sus contrapartes normales y aun asi son mas 
sensibles a los farmacos y la radiation. Una teoria alternativa 
senala que las celulas normales son mas resistentes a los far¬ 
macos o la radiation porque una vez que sufren dano genetico 
detienen su ciclo celular hasta que se repara el dano o sufren 
apoptosis. En cambio, las celulas malignas con dano sostenido 
en el DNA tienen mas probabilidad de sufrir apoptosis, siem¬ 
pre que posean un gen TP53 funcional. Si las celulas malignas 
pierden la funcion p53, muchas veces no pueden dirigirse a la 
apoptosis y se vuelven muy resistentes a cualquier tratamiento 
adicional (fig. 16-17). Es probable que esta sea la razon principal 
por la que los tumores que carecen de un gen TP53 funcional (p. 
ej., canceres de colon, prostatico y pancreatico) reaccionan mucho 
menos a la radiation y la quimioterapia que los tumores con un 
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FIGURA 16-17 Demostracion experimental del papel de p53 en la supervi- 
vencia de las celulas tratadas con agentes quimioterapicos. Las celulas se 
cultivaron a partir de ratones que tenfan dos alelos funcionales del gen que 
codifica p53 (fila superior), un alelo funcional del gen (fila intermedia) o que 
carecian de un alelo funcional del gen (fila inferior). Cada uno de estos cul- 
tivos se realizo en ausencia de un agente quimioterapico (primera columna) 
o en presencia de uno de tres compuestos indicado en la parte superior de 


las otras tres columnas. Es evidente que los compuestos tuvieron un efecto 
drastico en la detention del crecimiento y la induction de la muerte celular 
(apoptosis) en las celulas normales, mientras que las celulas que carecen 
de p53 continuaron su proliferation en presencia de estos compuestos. 
(Tomada de Scott W. Lowe, H. E. Ruley, T. Jacks y D. E. Housman, 
Cell 74:959,1993; con autorizacion de Cell Press.) 


tipo nativo del gen (p. ej., cancer testicular y leucemias linfoblas- 
ticas agudas de la infancia). 

Otros genes supresores de tumor es Aunque las mutaciones en RB 
y TP53 se acompanan de una gran variedad de tumores malignos 
en los seres humanos, las mutaciones en otros genes supresores 
tumorales se detectan solo en unos cuantos tipos de cancer. 

Lapoliposis adenomatosa colonica familiar ( FAP ) es un tras- 
torno hereditario en el que los individuos desarrollan cientos, 
incluso miles, de polipos premalignos (adenomas) a partir de las 
celulas epiteliales que recubren la pared del colon (fig. 16-18). 
Si no se extirpan, es muy probable que las celulas de algunos 
de estos polipos progresen hasta el estado maligno completo. 
Se descubrio que las celulas de los pacientes con este trastor- 
no tienen una deletion de una pequena parte del cromosoma 5, 
que luego se identified como el sitio del gen supresor tumoral 
llamado APC. Una persona que hereda una deletion en APC 
esta en una position similar respecto de quienes heredan una 
deletion RB: si hay una mutation en el segundo alelo del gen 
en una celula determinada se pierde el valor protector de la fun- 
cion del gen. La perdida del segundo alelo de APC hace que la 
celula pierda el control de crecimiento y prolifere hasta formar 
un polipo, en lugar de diferenciarse en celulas epiteliales norma¬ 
les de la pared intestinal. Se presupone que la conversion de las 
celulas en polipos con un estado mas maligno, caracterizado por 
la capacidad para producir metastasis e invadir otros tejidos, se 
obtiene por la acumulacion de mutaciones adicionales, incluidas 
las de TP53. Los genes APC mutados no solo se hallan en las 
formas hereditarias del cancer de colon, sino tambien hasta en 



FIGURA 16-18 Polipos premalignos en el epitelio de un colon humano. 

Fotograffa de una portion de colon extirpado de un sujeto con sfndrome 
de Gardner que muestra el patron de formation de polipos. Se encontra- 
ron patrones similares en el colon de personas con el trastorno hereditario 
de poliposis adenomatosa familiar del colon. (Cortesia de Randall W. 
Burt.) 
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80% de los tumores colonicos esporadicos, lo que sugiere que el 
gen tiene un papel principal en el desarrollo de esta enfermedad 
(fig. 16-8). La proteina codificada por el gen APC se une con 
varias proteinas distintas y su mecanismo de action es complejo. 
En su papel mejor estudiado, APC limita el crecimiento celular 
mediante la interferencia con la transcription de genes (p. ej., 
MYC) que estimulan la proliferation celular. Tambien es posible 
que APC participe en la union de microtubulos con los cineto- 
coros de los cromosomas mitoticos. La perdida de la funcion de 
APC podria dirigir de manera directa a la separation anormal 
de los cromosomas y la aneuploidia (pag. 592). En fechas recien- 
tes se detecto la presencia de DNA Ac APC mutado en la sangre 
de personas con cancer colonico en fase temprana, lo cual plan- 
tea la posibilidad de una prueba diagnostica para el trastorno. 

Se estima que el cancer mamario afecta a casi una de cada 
ocho de las mujeres que viven en Estados Unidos, Canada y 
Europa. De estos casos, 5 a 10% se debe a la herencia de un 
gen que predispone al individuo al desarrollo de la enferme¬ 
dad. Despues de un esfuerzo intensivo de varios laboratories, 
se identificaron dos genes llamados BRCA1 y BRCA2 a media- 
dos del decenio de 1990 como los causantes de la mayoria de los 
casos hereditarios de cancer mamario. Las mutaciones en BRCA 
tambien predisponen a la mujer al desarrollo de cancer ovarico, 
el cual tiene un indice de mortalidad muy alto. 

Las proteinas BRCA1 y BRCA2 han sido el centra de un 
gran esfuerzo de investigation, pero sus funciones exactas aun se 
desconocen. En la pagina 577 se senalo que las celulas poseen 
puntos de revision que detienen el avance del ciclo celular des¬ 
pues del dano al DNA. Las proteinas BRCA forman parte de 
un gran complejo proteico que responde al dano en el DNA y 
activa su reparation. Las celulas con proteinas BRCA mutantes 
contienen DNA no reparado junto con otras anomalias, como 
una cantidad excesiva de centrosomas, que pueden ocasionar una 
separation anormal de los cromosomas (vease fig. 14-17c). En 
las celulas con un gen TP53 funcional, la falla de la reparation 
del dano del DNA conduce a la activation de p53, la cual detie- 
ne el avance de la celula por el ciclo celular o la conduce hacia la 
apoptosis, como se ilustra en la figura 16-19. A diferencia de 
la mayoria de los genes supresores tumorales, ninguno de los 
genes BRCA presenta mutaciones en las formas esporadicas de 
cancer. Todavia no se descubre la razon que explique esta dife- 
rencia. 

En este capitulo ya se menciono que la apoptosis es uno 
de los principales mecanismos del cuerpo para deshacerse de 
celulas tumorales potenciales. El mecanismo de la apoptosis se 
explico en el capitulo previo, al igual que las vias que promue- 
ven la supervivencia en lugar de la destruction celular. La via 
de supervivencia celular mejor estudiada incluye la activation de 
una cinasa llamada PKB por action del PIP 3 de fosfoinositido. 
A su vez, el PIP 3 se forma por la actividad catalitica de la cinasa 
de lipido PI3K (vease fig. 15-23). La activation de PI3K/PKB 
conlleva una mayor probabilidad de que la celula sobreviva a 
un estimulo que en condiciones normales causaria su destruc¬ 
tion. Que una celula sobreviva 0 muera despues de un feno- 
meno particular depende mucho del equilibrio entre las senales 
que fomentan y las que impiden la apoptosis. Las mutaciones que 
afectan este equilibrio, como las que contribuyen a la expresion 
excesiva de PKB, pueden romper el equilibrio en favor de la 
supervivencia celular, lo cual suministra a una celula cancerosa 
potential una tremenda ventaja. Otra proteina que puede alte- 
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FIGURA 16-19 El dano en el DNA inicia la actividad de varias proteinas 
codificadas por genes supresores tumorales y protooncogenes. En esta 
figura se advierte que el dano del DNA causa roturas de la cadena doble del 
DNA (paso 1) que se reparan por un complejo multiproteico que incluye 
BRCAl y BRCA2 (paso 2a). Las mutaciones en los genes que codifican 
estas proteinas pueden bloquear el proceso de reparation (paso 2b). Si no 
se repara el dano en el DNA, se activa un punto de revision que conduce al 
incremento del nivel de actividad de p53 (paso 3a). La proteina p53 normal 
se inhibe por la interaction con la proteina MDM2 (paso 3b). El p53 es un 
factor de transcription que activa la expresion de: (a) el gen p21 (paso 4a), 
cuyo producto (p21) detiene el ciclo celular, o (b) el gen BAX (paso 4b), cuyo 
producto (Bax) conduce a la apoptosis. (Reimpresa con autorizacion de 
J. Brugarolas y T. Jacks. Nature Med 3:721, 1997; copyright 1997, 
Macmillan Magazines Ltd.) 


rar el equilibrio entre la vida y la muerte de una celula es la 
fosfatasa de lipidos, PTEN, la cual retira el grupo fosfato de 
la position 3 de PIP 3 y convierte a la molecula en PI(4,5)P,, 
que no puede activar a PKB. Las celulas en las que se activan 
ambas copias del gen PTEVtienden a tener un nivel demasiado 
alto de PIP 3 , lo cual da origen a una poblacion de moleculas 
PKB con actividad excesiva. Al igual que otros genes supresores 
tumorales listados en el cuadro 16-1, las mutaciones en PTEN 
causan una rara enfermedad hereditaria caracterizada por un 
mayor riesgo de cancer y estas mutaciones tambien se encuen- 
tran en diversos tipos de cancer esporadicos. La mutation no es 
el unico mecanismo por el cual pueden desactivarse los genes 
supresores tumorales. Los genes PTEN pierden a menudo su 
funcion como resultado de mecanismos epigeneticos, como la 
mediation del DNA, que impide la transcription del gen (pag. 
529). Cuando se introduce un gen PTEN normal en las celulas 
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Cuadro 16-2 


Protooncogenes y tumores humanos: algunas 
referencias consistentes 


Protooncogen Neoplasia(s) 

Lesion 

ABL 

Leucemia mielogena 
cronica 

Translocation 

BCL-2 

Linfoma de celulas B 

Translocation 

CYCD1 

Carcinoma mamario 

Translocation 

CDK4 

Sarcomas 

Amplification 

ERBB 

Carcinoma de celulas 
escamosas; astrocitoma 

Amplification 

NEU/HER2 

Adenocarcinoma de mama, 
ovario y estomago 

Amplification 

GIP 

Carcinoma de ovario y 

Mutaciones 


glandula suprarrenal 

puntuales 

GSP 

Adenoma de glandula 

Mutaciones 


hipofisis; carcinoma de 
tiroides 

puntuales 

MYC 

Linfoma de Burkitt 

Translocation 


Carcinoma de pulmon, 
mama y cuello uterino 

Amplification 

L-MYC 

Carcinoma de pulmon 

Amplification 

N-MYC 

Neuroblastoma, carcinoma 
pulmonar de celulas 
pequenas 

Amplification 

H-RAS 

Carcinoma del colon, 

Mutaciones 


pulmon y pancreas; 
melanoma 

puntuales 

K-RAS 

Leucemia mieloide aguda 

Mutaciones 


y linfoblastica; carcinoma 
tiroideo; melanoma 

puntuales 

N-RAS 

Carcinoma de vias 

Mutaciones 


genitourinarias y 
tiroides; melanoma 

puntuales 

RET 

Carcinoma de tiroides 

Reordenamiento 

TRK 

Carcinoma de tiroides 

Reordenamiento 


Fuente: Tornado de J. M. Bishop, Cell 64:236,1991, con autorizacion de Cell Press. 


tumorales que carecen de una copia funcional del gen, las celulas 
casi siempre sufren apoptosis, como seria de esperar. 


Factores de crecimiento, - 
p. ej. f PDGF (S/S) 


Receptores para factor 
de crecimiento, p. ej., 
receptor para EGF ( HER2 ) 



FIGURA 16-20 Esquema que resume los tipos de proteinas codi- 
ficadas por los protooncogenes. Estas incluyen factores de creci¬ 
miento (1), receptores para factores de crecimiento (2), cinasa de proteinas 
y las proteinas que las activan (3), proteinas que regulan el ciclo celular (4), 
proteinas que inhiben la apoptosis (5) y proteinas de union con DNA (6). 
No se incluyen las proteinas que participan en mitosis, invasion histica y 
metastasis. 


proliferation celular (pag. 639). 4 Los mutantes oncogenicos de 
RAS casi siempre codifican una proteina en la que no puede 
estimularse la actividad de GTPasa y esto deja a la molecula en 
su forma activa unida con GTP que emite senales de prolifera¬ 
cion continuas por la via. La figura 16-20 resume las funciones 
de varios oncogenes y se explican a continuation. 5 


Oncogenes Como ya se describio, los oncogenes codifican 
proteinas que promueven la perdida del control de crecimiento 
y la conversion de una celula a un estado maligno. Los onco¬ 
genes provienen de protooncogenes (pag. 670), que son genes 
que codifican proteinas con una funcion en la celula normal. La 
mayoria de los protooncogenes conocidos tiene un papel en el 
control del crecimiento y la division celulares. Numerosos onco¬ 
genes se identificaron inicialmente como parte de los genomas 
de virus tumorales de RNA, pero muchos mas se han identifica- 
do debido a su importancia en la tumorigenesis en animales de 
laboratorio o muestras de tumores humanos. En el cuadro 16-2 
se presentan algunos de los genes mejor estudiados. Diferentes 
oncogenes se activan en distintos tipos de tumores, lo cual refle- 
ja variaciones en las vias de serialization que operan en diver- 
sos tipos celulares. El oncogen que muta con mayor frecuencia 
en los tumores humanos es RAS, el cual codifica una proteina 
de union con GTP (Ras), que funciona como un interruptor de 
apagado para una via de serialization clave en el control de la 


Oncogenes que codifican factores de crecimiento o sus receptores La 
primera conexion entre los oncogenes y los factores de crecimien¬ 
to se establecio en 1983, cuando se descubrio que el virus de los 
simios causante de sarcoma contenia un oncogen (sis) derivado 
del gen celular para el factor de crecimiento derivado de las pla- 
quetas (PDGF), una proteina presente en la sangre humana. Las 
celulas cultivadas transformadas por este virus secretan grandes 
cantidades de PDGF al medio, lo cual induce la proliferacion 
descontrolada de las celulas. La expresion excesiva de PDGF se 
ha referido en el desarrollo de tumores cerebrales (gliomas). 


4 En realidad, el genoma humano contiene tres genes RAS y tres genes RAF dis¬ 
tintos que se activan en diferentes tejidos. De estos, KRAS y BRAF son los que se 
vinculan mas a menudo con la formation de tumores. 

5 Se remite al lector a la section Perspectiva humana del capitulo 7 (pag. 260), en 
la que se encuentra una discusion sobre los genes que codifican las moleculas de la 
superficie celular y las proteasas extracelulares que tienen un papel importante en 
la invasion histica y la metastasis. 
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Se descubrio que otro virus oncogenico, el virus de la eritro- 
blastosis aviar, porta un oncogen ( erbB ) que codifica un receptor 
para EGF que carece de parte del dominio extracelular de la 
proteina que se une con el factor de crecimiento. Se esperaria 
que el receptor alterado fuera incapaz de emitir senales a la 
celula para dividirse, pero sucede justo lo contrario. Esta version 
anormal del receptor estimula a la celula en forma constituti- 
va, esto es, que la estimulacion es independiente de la presen- 
cia o ausencia del factor de crecimiento en el medio. Esta es la 
razon por la que las celulas cultivadas que tienen el gen altera¬ 
do proliferan en forma descontrolada. Se descubrio que varios 
tipos espontaneos de cancer en humanos contienen celulas con 
alteraciones geneticas que afectan a los receptores para facto- 
res de crecimiento, incluido el EGFR. Lo mas frecuente es que 
las celulas malignas contengan una cantidad mucho mayor de 
receptores en la membrana plasmatica que las celulas normales. 
El exceso de receptores torna a las celulas sensibles a concentra- 
ciones mucho menores del factor de crecimiento, por lo que se 
estimulan para dividirse en condiciones que no afectarian a las 
celulas normales. Varios estudios sugieren que las mutaciones en 
EGFR ocurren comunmente en cancer pulmonar de pacientes 
que nunca han fumado, pero no en los de fumadores. Las muta¬ 
ciones en el gen KRAS presentan la distribution opuesta. Esta 
observation sugiere que los tipos de cancer pulmonar en los dos 
grupos de pacientes tienen distinta progresion genetica, aunque 
esta alterada la misma via de serialization (EGFR-Ras). Como 
se expone mas adelante, los receptores de factores de crecimien- 
to se han convertido en un bianco favorito para anticuerpos 
terapeuticos, que se unen al dominio extracelular del receptor, y 
para inhibidores moleculares pequenos, que se unen al dominio 
de tirosincinasa intracelular del receptor. 

Oncogenes que codifican cinasas de proteina citoplasmicas Las 
cinasas de proteina sobreactivas funcionan como oncogenes al 
generar senales que causan proliferation o supervivencia celula- 
res inapropiadas. Por ejemplo, Raf es una cinasa de proteina de 
serina-treonina que encabeza la cascada de la cinasa de MAP, la 
principal via de senalizacion para controlar el crecimiento celular 
(pag. 640). Es evidente que Raf esta en una position adecuada 
para causar devastation en una celula y su actividad enzimatica 
se altera como resultado de una mutation. Como sucede con los 
receptores para factores de crecimiento y Ras, las mutaciones 
que convierten a Raf en una enzima que se mantiene siempre en 
la position de “encendido” tienen mayor probabilidad de conver¬ 
ts el protooncogen en un oncogen y contribuir a la perdida del 
control del crecimiento celular. 

El primer oncogen en descubrirse, SRC, tambien es una 
cinasa de proteina, pero esta fosforila residuos de tirosina en 
sustratos proteicos en lugar de residuos de serina y treonina. 
La transformation de una celula por un virus tumoral que con- 
tenga src se acompana de fosforilacion de una gran variedad de 
proteinas. Entre los sustratos aparentes de Src figuran proteinas 
participantes en la transduction de la serial, el control del citoes- 
queleto y la adhesion celular. Por alguna razon desconocida, las 
mutaciones en SRC aparecen solo rara vez en el repertorio de 
cambios geneticos de las celulas tumorales humanas. 

Oncogenes que codifican factores de transcripcion nuclear Varios 
oncogenes codifican proteinas que actuan como factores de 
transcription. La progresion de las celulas por el ciclo celular 


requiere la activation (y represion) oportuna de una gran varie¬ 
dad de genes cuyos productos contribuyen de varias maneras al 
crecimiento y division celulares. Por lo tanto, no es sorprendente 
que las alteraciones en las proteinas que controlan la expresion 
de estos genes puedan trastornar en grado notorio los patrones 
normales de crecimiento celular. Es probable que el oncogen 
mejor estudiado cuyo producto actua como factor de transcrip¬ 
tion sea MYC. 

En la pagina 572 se menciono que las celulas que no se 
encuentran en una etapa de crecimiento y division activos tien- 
den a retirarse del ciclo celular y entran a una etapa conocida 
como G 0 , de la cual pueden recuperarse. En condiciones norma¬ 
les, la proteina Myc es una de las primeras en aparecer cuando 
una celula que se halla en la etapa latente se estimula por fac¬ 
tores de crecimiento para reingresar al ciclo celular y dividirse. 
Myc regula la expresion de una enorme cantidad de proteinas 
implicadas en el crecimiento y la proliferation celulares. Cuando 
la expresion de MYC se bloquea de manera selectiva, se blo- 
quea la progresion de la celula por G r El gen MYC es uno de 
los protooncogenes que se alteran en los diferentes tipos de can¬ 
cer en humanos y muchas veces se amplifica en el genoma o 
cambia su ordenamiento como efecto de alguna translocation 
cromosomica. Se cree que los cambios cromosomicos remueven 
al gen MYC de sus influencias reguladoras normales y aumentan 
su nivel de expresion en la celula, lo que produce un exceso de 
proteina Myc. Uno de los tipos mas comunes de cancer entre 
las poblaciones africanas, el linfoma de Burkitt, se debe a la 
translocation de un gen MYC a una position adyacente a un 
gen de anticuerpo. La enfermedad se desarrolla sobre todo en 
personas que tambien se infectaron con el virus de Epstein-Barr. 
Por razones desconocidas, este mismo virus causa solo infeccio- 
nes menores (mononucleosis) en los sujetos que viven en paises 
occidentales y no se vincula con el desarrollo de neoplasias. 

Oncogenes codficantes de productos que afectan la apoptosis La 
apoptosis es uno de los mecanismos clave del cuerpo para des- 
hacerse de celulas tumorales en etapa temprana de su progre¬ 
sion hacia la malignidad. Por consiguiente, es de esperar que 
cualquier alteration que atenue la capacidad de una celula para 
destruirse a si misma eleve la probabilidad de que esa celula de 
origen a un tumor. Esto fue evidente en la exposition anterior 
del cometido de la via PI3K/PKB en la supervivencia celular y 
la carcinogenesis (pag. 678). El oncogen con una relation mas 
estrecha con la apoptosis es BCL-2, que codifica una proteina 
unida con la membrana que inhibe la apoptosis (pag. 655). 

El papel de BCL-2 en la apoptosis se revela con mayor cla- 
ridad en los fenotipos de ratones en los que se elimino el gen 
Bcl-2. Una vez formados, los tejidos linfoides de estos ratones 
presentan una regresion drastica como resultado de la apopto¬ 
sis diseminada. Al igual que MYC, el producto del gen BCL- 
2 se vuelve oncogenico cuando se expresa en niveles mayores 
de lo normal, como sucede cuando el gen se traslada a un sitio 
anormal del cromosoma. Ciertos tipos de cancer linfoides de 
humanos (llamados linfomas foliculares de celulas B) se vincu- 
lan con la translocation del gen BCL-2 a un gen que codifica la 
cadena pesada de moleculas de anticuerpos. Se ha sugerido que 
la expresion exagerada del gen BCL-2 conduce a la supresion 
de la apoptosis en los tejidos linfoides, lo que permite que las 
celulas anormales proliferen para formar neoplasias linfoides. El 
gen BCL-2 tambien puede participar en la reduction de la efec- 
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FIGURA 16-21 Resumen de varias de las 
vias de senalizacion implicadas en la 
carcinogenesis que se expusieron en esta 
seccion. Supresores tumorales y supresion 
tumoral se muestran en rojo, mientras 
que oncogenes y estimulacion tumoral 
se representan en azul. Las flechas indi¬ 
can activacion, las lineas perpendiculares 
indican inhibition. La linea discontinua 
indica action indirecta por activacion 
de la expresion del gen MYC. La figu- 
ra muestra solo tres de los procesos que 
contribuyen a la carcinogenesis, a saber: 
apoptosis, progresion del ciclo celular e 
inmortalizacion. 


tividad de la quimioterapia porque mantiene a las celulas vivas y 
en proliferacion a pesar del dano por el tratamiento farmacolo- 
gico. Para contrarrestar esta propiedad de las celulas cancerosas, 
varias companias farmaceuticas estan en proceso de desarrollo 
de compuestos que aumenten la probabilidad de las celulas can¬ 
cerosas de dirigirse a la apoptosis. 

En paginas anteriores se expusieron algunos de los mas 
importantes supresores tumorales y oncogenes implicados en la 
tumorigenesis. La figura 16-21 constituye un resumen simplifi- 
cado de algunas de estas proteinas y las vias de senalizacion en 
que operan. Supresores tumorales y vias supresoras tumorales 
se muestran en rojo, oncogenes y vias promotoras tumorales se 
muestran en azul. 

El fenotipo mutador: genes mutantes participantes en 
la reparation del DNA Si se considera al cancer como una 
enfermedad consecutiva a las alteraciones en el DNA de las celu¬ 
las somaticas, se infiere que cualquier actividad que incremente 
la frecuencia de las mutaciones geneticas eleva la probabilidad 
del riesgo de desarrollar cancer. Como se explica en el capitulo 
13, los nucleotidos que presentan alteraciones quimicas o los 
que se incorporan de manera incorrecta durante la replication 
se eliminan en forma selectiva de la cadena de DNA mediante 
la reparation del DNA. Los procesos de reparation del DNA 
requieren los esfiierzos conjuntos de una cantidad considerable 
de proteinas, incluidas las que reconocen la lesion, las que retiran 
una portion de la cadena que contiene la lesion y las que susti- 
tuyen el segmento faltante con nucleotidos complementarios. Si 
cualesquiera de estas proteinas es defectuosa, puede esperarse que 
la celula afectada presente un indice demasiado alto de mutacio- 
nes que se describe como “fenotipo mutador”. Es probable que 
las celulas con fenotipo mutador incurran en mutaciones, tanto 


en genes supresores tumorales como en oncogenes, lo cual incre- 
menta en notable proportion su riesgo de volverse malignas. 

En el capitulo 13 se explico que los defectos en la reparation 
de la escision nucleotidica (nucleotide excision repair, NER) con¬ 
duce al desarrollo de un sindrome canceroso llamado xerodermia 
pigmentosa. En 1993 se obtuvo evidencia de que los defectos 
en un tipo diferente de reparation del DNA tambien podrian 
conducir al initio de cancer. En este caso, se realizaron estudios 
en celulas de pacientes con la forma hereditaria mas frecuente 
de cancer colonico, el cancer hereditario de colon sin poliposis 
(HNPCC) para distinguirlo del tipo con formation de polipos 
descrito antes. Cerca de 0.5% de la poblacion es portadora de 
un gen defectuoso causante de HNPCC y representa alrededor 
de 3% de todos los casos de cancer de colon. En la pagina 404 
se menciono que el genoma contiene grandes cantidades de 
secuencias de DNA repetitivas muy cortas llamadas microsateli- 
tes. El analisis del DNA de personas con HNPCC revelo que las 
secuencias de los microsatelites en las celulas tumorales tenian a 
menudo una longitud distinta a las secuencias correspondientes 
en el DNA de las celulas normales del mismo paciente. Se espe- 
rarian tales variaciones en el DNA de individuos diferentes, pero 
no en el DNA de diversas celulas de la misma persona. 

El descubrimiento de la variation en la secuencia de los 
microsatelites en los canceres hereditarios (y tambien en los tipos 
esporadicos de cancer de colon) sugirio la probabilidad de que la 
causa fiiera una deficiencia en el sistema de reparation de discre- 
pancias (pag. 564). El respaldo de esta proposition se obtuvo de 
estudios en personas con HNPCC. En tanto que los extractos 
de celulas normales realizan la reparation de las discrepancias in 
vitro, los extractos de celulas tumorales de HNPCC presentan 
deficiencias para la reparation del DNA. El analisis del DNA de 
una gran cantidad de individuos con HNPCC revelo delecio- 
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nes o mutaciones debilitantes en cualquiera de varios genes que 
codifican proteinas que forman la via de reparacion de discre- 
pancias del DNA. Las celulas con deficiencias en la reparacion 
de discrepancias acumulan mutaciones secundarias en todo el 
genoma. 

MicroRNA: nuevos participantes en la genetica del can¬ 
cer Se recordara de la section 11.5 que los microRNA son 
diminutos RNA reguladores que regulan negativamente la 
expresion de mRNA blancos. Dado que el cancer ocurre como 
resultado de expresion genica anormal, no seria sorprendente 
descubrir que los miRNA participan de algun modo en la carci¬ 
nogenesis. En 2002 se informo que los genes que codifican dos 
microRNA, miR-15a y miR-16, sufrian deletion o subexpre- 
sion en la mayoria de los casos de leucemia linfocitica cronica. 
Despues se mostro que estos dos miRNA inhiben la expresion 
del mRNA que codifica la proteina antiapoptosica BCL-2, un 
conocido protooncogen (pag. 680). En ausencia de los miRNA, 
la proteina BCL-2 oncogenica se sobrexpresa, lo que promueve 
el desarrollo de leucemia. Debido a que inhiben la carcinogene¬ 
sis, los genes que codifican estos dos miRNA pueden conside¬ 
rate supresores tumorales. Cuando las celulas leucemicas que 
carecen de miR-15a y miR-16 se manipularon por ingenieria 
genetica para reexpresar estos RNA, sufrieron apoptosis, como 
se esperaria si se restaurara una actividad supresora tumoral fal- 
tante.Tambien se ha demostrado que la expresion de uno de los 
oncogenes humanos mas importantes, RAS, es inhibida por un 
miRNA, a saber let-7, que fue el primer miRNA descubierto 
(pag. 462). 

Algunos miRNA actuan mas como oncogenes que como 
supresores tumorales. Por ejemplo, un grupo especifico de genes 
miRNA se sobrexpresa durante la formation de determinados 
linfomas. La sobrexpresion de estos miRNA se debe a que el 
grupo genico que los codifica esta presente en mayor numero 
(esta amplificado) en las celulas tumorales. Cuando se manipula 
geneticamente a ratones para que sobrexpresen estos miRNA 
especificos, los animales desarrollan linfomas como se prede- 
ciria si los genes que los codifican actuaran como oncogenes. 
Aun no es clara la importancia de los miRNA para la ocurrencia 
global de cancer humano, pero varios estudios con micromatri¬ 
ces en que se analizan grandes cantidades de estos diminutos 
RNA reguladores sugieren que la mayoria de los canceres del ser 
humano tienen un perfil de expresion de miRNA caracteristico, 
del mismo modo en que tienen un perfil de expresion de mRNA 
caracteristico. Estos estudios sugieren ademas que tanto miR¬ 
NA como let-7 podrian actuar en ultima instancia como otra 
arma en el arsenal de terapias anticancerosas. 

Conclusiones sobre la genetica del cancer Ahora que se 
recuperaron algunos de los hallazgos recientes sobre las bases 
geneticas de la formation de tumores, se puede advertir por 
que es probable que la guerra contra el cancer requiera la alte¬ 
ration permanente de la composition genetica de las celulas de 
un tumor. El hallazgo de que muchos tipos distintos de cancer 
comparten los mismos defectos geneticos, como una alteration 
en TP53, RB o RAS, eleva la esperanza de que muchas neo¬ 
plasias puedan tratarse con una medida comun. Por ejemplo, si 
pudiera desarrollarse un farmaco que simulara los efectos de p53 
o inhibiera a Ras, entonces podrian tratarse una gran variedad 
de tipos de cancer con el mismo agente. 


Antes de dejar el tema de la genetica del cancer hay que 
senalar que no todos comparten la vision presentada aqui, que el 
cancer es una progresion gradual de multiples pasos con muta- 
ciones puntuales. Algunos investigadores argumentan que el 
indice de mutaciones en los seres humanos no es lo bastante 
alto para que las celulas acumulen las mutaciones necesarias para 
completar la transformation maligna durante la vida de un indi- 
viduo. En lugar de ello, propusieron que la carcinogenesis se ini- 
cia por fenomenos catastroficos que conducen a la inestabilidad 
genetica diseminada en una cantidad relativamente pequena de 
divisiones celulares. Por ejemplo, las mutaciones en un gen par- 
ticipante en la replication del DNA o la reparation del DNA, 
como ocurre en los casos de HNPCC, podrian engendrar celulas 
en poco tiempo que portaran grandes anormalidades geneticas. 
De acuerdo con otra proposition, las celulas que pasaron por una 
division celular anormal y tienen cantidades anormales de cro- 
mosomas son los iniciadores probables de neoplasias cancerosas. 
La mejor forma de decidir entre estas posibilidades es analizar 
el estado del genoma en las celulas en etapas muy tempranas del 
desarrollo de los tumores. Por desgracia, para el interes de los 
investigadores y los pacientes con cancer, es imposible identificar 
los tumores cuando estan compuestos por una pequena cantidad 
de celulas. Para el momento en que se reconocen las anomalias, 
las celulas ya tienen un alto grado de alteraciones geneticas, lo 
que dificulta confirmar si estas anormalidades geneticas son la 
causa o un efecto del crecimiento tumoral. 


REVISION 


1. Contraste un tumor benigno con uno maligno; los genes 
supresores tumorales con los oncogenes; las mutaciones 
con action dominante y las que actuan en forma recesi- 
va; los protooncogenes y los oncogenes. 

2. ^A que se refiere la afirmacion de que el cancer es resul¬ 
tado de una progresion genetica? 

3. ^Por que el p53 se ha descrito como el “guardian del 
genoma”? 

4. Mencione dos mecanismos mediante los cuales actua 
p53 para prevenir que una celula se tome maligna. 

5. jComo pueden usarse las microseries de DNA para 
identificar el tipo de cancer que sufre un paciente?, 
jcomo podrian emplearse para optimizar el tratamiento 
del cancer? 

6. ^Que tipos de proteinas codifican los protooncogenes y 
de que manera las mutaciones en cada tipo de protoon¬ 
cogen hacen que una celula se vuelva maligna? 


16.4 1EVAS MEDIDAS _ 

PARA CQMBATIR EL CANCER 

Resulta dolorosamente evidente que los metodos ordi- 
narios para combatir el cancer, es decir, resection, quimioterapia 
y radiation, no suelen curar al paciente del cancer metastasico, 
esto es, el que se disemino desde un tumor primario. Debido a 
que matan grandes cantidades de celulas normales junto con las 
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cancerosas, quimioterapia y radiation tienden a causar graves 
efectos secundarios, ademas de tener utilidad curativa limitada 
para los estados mas avanzados de cancer. Durante decenios se 
ha abrigado la esperanza de que estas estrategias de “fuerza bru- 
ta” sean sustituidas por tratamientos dirigidos, basados en nueva 
information sobre la base molecular del cancer. Existen varias 
maneras en que un tratamiento puede considerarse “dirigido”: 
puede estar dirigido para atacar solo celulas cancerosas, dejan- 
do intactas las celulas normales; puede estar dirigido contra una 
proteina espetifica cuya desactivacion deja las celulas cancerosas 
incapaces de dividirse o sobrevivir, o puede estar dirigido con¬ 
tra las celulas cancerosas de un paciente especifico con base en 
su patron unico de mutaciones somaticas; tambien es posible 
alguna combination de lo anterior. Aunque la tasa de curacion 
para la mayoria de los tipos de cancer no ha mejorado en grado 
significativo en los ultimos 50 anos, hay razones para creer que 
en el future previsible se dispondra de tratamientos dirigidos 
eficaces para enfrentar muchos de los tipos comunes de can¬ 
cer. Este optimismo se basa en gran medida en el notable exito 
logrado con una pequena cantidad de tratamientos dirigidos, 
que se expondran en las siguientes paginas. Aunque estos exitos 
han estado dispersos entre una cantidad mucho mayor de tra¬ 
tamientos propuestos fallidos, demuestran que el concepto de 
tratamiento dirigido es solido, lo que puede considerarse una 
“prueba de principios”. Y lo que es igual de importante, dan a 
los investigadores y a las companias biotecnologicas el incentivo 
para invertir tiempo y dinero en la continuation de la busqueda 
de mejores tratamientos contra el cancer. 

Las terapias anticancerosas que se describen en las sec- 
ciones siguientes pueden dividirse en tres grupos: 1) las que 
dependen de anticuerpos o celulas inmunitarias para atacar a las 
celulas tumorales; 2) las que inhiben la actividad de las proteinas 
promotoras del cancer, y 3) las que previenen el crecimiento de 
vasos sanguineos que nutren al tumor. 

Inmunoterapia 

Todo el mundo ha oido o leido acerca de personas con cancer 
metastasico y pronostico de unos meses de vida que siguieron 
vivas y libres de malignidad anos mas tarde. Los casos mejor 
estudiados de estas “remisiones espontaneas” previenen de regis- 
tros de finales del siglo xix realizados por un medico de Nueva 
York llamado William Coley. El interes de Coley en el tema 
comenzo en 1891 cuando se encontro con los expedientes hos- 
pitalarios de un paciente con un tumor inoperable en el cuello 
que experimento la remision despues de contraer una infection 
estreptococica debajo de la piel. Coley localizo al individuo y lo 
encontro sin rastro del cancer que alguna vez amenazo su vida. 
Coley paso el resto de su vida en el desarrollo de un extracto 
bacteriano que estimulara al sistema inmunitario de las personas 
para atacar y destruir las celulas malignas despues de inyectarlo 
bajo la piel. El trabajo no carecio de exitos, sobre todo contra 
ciertos sarcomas poco frecuentes de tejido blando. Aunque el 
uso de la toxina de Coley, como se llamo mas tarde, nunca tuvo 
una aceptacion muy amplia, los resultados de este medico con- 
firmaron las observaciones anecdoticas de que el cuerpo tiene 
la capacidad de destruir un tumor, incluso cuando ya esta bien 
establecido. En fechas recientes se han intentado dos formas 
terapeuticas generales que incluyen al sistema inmunitario: la 
inmunoterapia pasiva y la inmunoterapia activa. 


La inmunoterapia pasiva es una forma que intenta tratar a 
los sujetos con cancer mediante la administration de anticuer¬ 
pos como agentes terapeuticos. Estos anticuerpos reconocen y 
se unen con proteinas especificas que tienen un papel clave en 
las actividades del tumor contra el que se dirigen. Una vez uni- 
do, el anticuerpo orquesta un ataque contra la celula, el cual es 
ejecutado por otros elementos del sistema inmunitario. Como 
se explica en la section 18.19, la production de anticuerpos 
monoclonales capaces de unirse con antigenos bianco particu- 
lares empezo a desarrollarse a mediados del decenio de 1970. 
Durante los primeros 20 anos, los intentos para usar estas pro¬ 
teinas como agentes terapeuticos fallaron por diversas razones. 
La mas notoria de ellas es que los anticuerpos se producian en 
celulas de raton y estaban codificadas por genes de raton. Como 
resultado, los anticuerpos se reconocian como extranos y se eli- 
minaban de la corriente sanguinea antes de tener oportunidad 
de actuar. En los esfuerzos ulteriores, los investigadores pudie- 
ron producir “anticuerpos humanizados”, que son anticuerpos 
formados en su mayor parte por proteinas humanas, excepto por 
una parte relativamente pequena que reconoce al antigeno, que 
aun conserva su naturaleza de raton. En los ultimos anos, los 
investigadores produjeron anticuerpos que tienen una secuencia 
de aminoacidos del todo humana. En una de las modalidades, 
los ratones se sometieron a ingenieria genetica para que su siste¬ 
ma inmunitario liberara moleculas de anticuerpos humanos. 

En la actualidad hay cerca de una docena de anticuerpos 
monoclonales aprobados para el tratamiento del cancer y otras 
enfermedades. En este momenta se prueban otros 150 o mas. 
La herceptina es un anticuerpo humanizado dirigido contra un 
receptor de la superficie celular (Her2) que se une con un fac¬ 
tor de crecimiento que estimula la proliferation de las celulas 
de cancer mamario. Se cree que la herceptina inhibe la activa¬ 
tion del receptor mediante el factor de crecimiento y estimula 
la interiorizacion del receptor (pag. 314). Alrededor de 25% de 
las variantes de cancer de mama se componen de celulas con 
expresion excesiva del gen HER2, lo cual hace que estas celulas 
sean muy sensibles a la estimulacion por el factor de crecimiento. 
Las pruebas clinicas demostraron que la herceptina es eficaz, sea 
sola o combinada con quimioterapia, para atenuar el ritmo de 
crecimiento del cancer mamario en un porcentaje significativo 
de estos pacientes. En un estudio realizado en 2005 entre 3 000 
mujeres con cancer mamario en etapa initial se informo que la 
herceptina redujo la probabilidad de recurrencia de la enferme- 
dad en alrededor de 50% en un periodo de cuatro anos. Hasta 
ahora, el anticuerpo humanizado mas efectivo es el Rituxan, que 
se aprobo en 1997 para el tratamiento del linfoma de celulas B 
no Hodgkin. El Rituxan se une con una proteina de la superficie 
celular (CD20) que se encuentra en las celulas B malignas en 
cerca de 95% de los casos con esta enfermedad. La union del 
anticuerpo con la proteina CD20 inhibe el crecimiento celular 
e induce a las celulas para dirigirse a la apoptosis. La introduc¬ 
tion de este anticuerpo revirtio por complete la perspectiva para 
las personas con este tipo particular de tumoracion. La gente 
que alguna vez tuvo un pronostico catastrofico ahora posee una 
probabilidad excelente de alcanzar la remision completa de la 
enfermedad. 

En los ultimos anos se han sometido a ensayos clinicos 
varios anticuerpos totalmente humanos contra diversos tipos 
de cancer. Uno de ellos, llamado panitumumab, que esta diri¬ 
gido contra el receptor de EGF, ba resultado muy promisorio 
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para el tratamiento de cancer de colon metastasico. Debido a 
que es una proteina humana, el panitumumab permanece en la 
circulacion el tiempo suficiente para que pueda administrarsele 
cada dos semanas. Ademas, actualmente se desarrolla una nueva 
generacion de anticuerpos que contienen un atomo radiactivo 
o un compuesto toxico conjugado con la molecula de anticuer- 
po. Segun lo planeado, el anticuerpo dirige al complejo hacia 
la celula cancerosa y el atomo o compuesto acompanantes des- 
truyen la celula bianco. En el momento en que esto se escribe, 
dos anticuerpos antiCD20 con marca radiactiva (ibritumomab 
tiuxetan y 13l I-tositumomab) han sido aprobados para el trata¬ 
miento del linfoma de celulas B no Hodgkin, y un anticuerpo 
unido a un farmaco toxico (gemtuzumab ozogamicina) contra la 
leucemia mieloide aguda. 

La inmunoterapia activa (o adoptiva ) es una forma que 
intenta que el propio sistema inmunitario de la persona parti- 
cipe en la lucha contra las celulas malignas. El sistema inmuni¬ 
tario evoluciono para reconocer y destruir materiales extranos, 
pero los canceres provienen de las propias celulas del individuo. 
Aunque muchas celulas tumorales tienen proteinas (p. ej., telo- 
merasa) que no se expresan de manera normal en las celulas 
sanas, o proteinas mutadas (p. ej., Ras) que son distintas a las que 
se encuentran en las celulas normales, aun son proteinas del hos- 
pedador presentes en celulas del hospedador. Como resultado, el 
sistema inmunitario casi nunca reconoce a estas proteinas como 
“inapropiadas”. Incluso si la persona tiene celulas inmunitarias 
(celulas T) que reconocen los antigenos relacionados con el 
tumor, las neoplasias desarrollan mecanismos que les permiten 
escapar a la destruction inmunitaria. Se han formulado muchas 
medidas diferentes para veneer estos obstaculos y estimular al 
sistema inmunitario a fin de que establezca una respuesta vigo- 
rosa contra las celulas tumorales. En la mayoria de los estudios, 
las celulas inmunitarias se aislan del paciente, se estimulan in 
vitro de una forma u otra, se permite que proliferen en cultivo y 
luego se introducen de nuevo en el individuo. En algunos estu¬ 
dios, las celulas inmunitarias aisladas se modifican geneticamen- 
te antes de la proliferation para elevar su potential de ataque 
a los tumores. Por muchos anos, los ensayos clinicos con estos 
metodos fueron desalentadores, pero articulos recientes dan pie 
a un optimismo cauteloso. En muchos de estos estudios, una 
minoria significativa de los pacientes ha tenido una reaction 
positiva al tratamiento, lo cual significa que cuando menos sus 
tumores se encogieron de tamano o extension, y la expectativa de 
supervivencia aumento en grado significativo. Provenge, que ha 
sido promisorio en ensayos clinicos con pacientes que padecen 
de cancer prostatico avanzado, es el primero de estos tratamien- 
tos que al parecer sera aprobado. Dicho farmaco esta disenado 
para montar una inmunorreaccion contra celulas que contienen 
una enzima especifica (fosfatasa acida prostatica), que es expre- 
sada por este cancer. El objetivo final de los investigadores del 
cancer es producir tratamientos inmunologicos preventives en 
los que las personas se vacunen con antigenos que impidan de 
manera permanente el desarrollo de cancer que ponga en peligro 
su vida. 

Inhibicion de la actividad de proteinas 
promotoras de cancer 

Las celulas cancerosas se comportan como lo hacen porque 
contienen proteinas que estan presentes en concentration anor- 


mal o exhiben actividad anormal. Varias de estas proteinas se 
ilustran en la figura 16-20. En muchos casos, el crecimiento o 
la supervivencia (o ambos) de las celulas tumorales depende de la 
actividad continua de una o mas de estas proteinas anormales. 
Esta dependencia se conoce como “adiccion a oncogenes”. Si 
puede bloquearse la actividad de estas proteinas en forma selec- 
tiva, debe ser posible detener el crecimiento descontrolado y las 
propiedades invasivas de las celulas malignas. Con este objetivo 
en mente, los investigadores sintetizaron un arsenal virtual de 
compuestos de bajo peso molecular que inhiben la actividad 
de las proteinas promotoras del cancer. Algunos de estos far- 
macos estan hechos a la medida para inhibir una proteina par¬ 
ticular (pag. 73), mientras que otros se identificaron al azar en la 
detection de grandes cantidades de compuestos que sintetizaron 
las companias farmaceuticas. Aunque varios de estos compues¬ 
tos parecen promisorios para detener el crecimiento de varios 
tipos de tumores, un compuesto ha tenido un exito sin paralelo 
en las pruebas clinicas en pacientes con leucemia mielogena cro- 
nica (CML). 

Antes ya se menciono que ciertos tipos de cancer se deben 
a translocaciones cromosomicas especificas. La CML es con- 
secuencia de una translocation que pone a un protooncogen 
( ABL ) en contacto con otro gen (BCR) para formar un gen 
quimerico ( BCR-ABL ). Las celulas progenitoras sanguineas que 
tienen esta translocation expresan un alto nivel de actividad de 
cinasa de tirosina Abl, la cual hace que las celulas proliferen en 
forma descontrolada e inicien la formation del tumor. Como 
se expone en la pagina 73, se ha identificado un compuesto 
llamado imatinib que inhibe en forma selectiva la cinasa Abl 
mediante la union con la forma inactiva de la proteina e impide 
su fosforilacion por otra cinasa, lo cual es preciso para la activa¬ 
tion de Abl. Las pruebas clinicas iniciales con imatinib tuvie- 
ron gran exito e indujeron la remision de casi todos los sujetos 
con CML que recibieron dosis suficientes del farmaco. Estos 
estudios confirmaron la idea de que la elimination de un solo 
producto oncogenico requerido podria detener el crecimiento 
de un cancer humano. El farmaco fue aprobado pronto y se ha 
usado por varios anos. Los pacientes deben seguir tomando el 
medicamento para mantenerse en remision, y muchos de ellos, 
en especial los que inician el tratamiento en una etapa avanzada, 
con el tiempo desarrollan resistencia. La mayoria de los casos de 
resistencia se debe a mutaciones en la portion ABL del gen 
de fusion. Esto ha motivado el desarrollo de una segunda gene¬ 
ration de inhibidores dirigidos que permanecen activos contra la 
mayoria de las formas mutadas de la cinasa de ABL. Al parecer 
estos farmacos son eficaces para tratar los casos de CML resis- 
tentes a imatinib, y hacen pensar que el regimen medicamentoso 
ideal podria consistir en una combination de varios inhibidores 
distintos que se dirijan a diferentes partes de la misma protei¬ 
na, lo cual aseguraria que no surgieran mutantes resistentes a 
farmacos. 

Se esperaba que el imatinib fuera seguido con rapidez por 
muchos otros farmacos inhibidores de proteina altamente efi¬ 
caces. Aunque algunos inhibidores de molecula pequena diri¬ 
gidos contra proteinas han tenido exito modesto en ensayos 
clinicos y han sido aprobados por la FDA, y otros cientos se 
prueban actualmente en la clinica, ninguno de los estudiados a 
la fecha ha sido capaz de detener por completo el crecimiento 
de ninguno de los tipos comunes de cancer solido, como los de 
mama, pulmon, prostata o pancreas. No es del todo clara la causa 
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de la dificultad para tratar estos tumores. Una podria ser que 
estos tumores son geneticamente mas complejos y las celulas no 
dependen tanto de un solo producto oncogenico y de una via 
de senalizacion aberrante como los tipos de celulas sanguineas. 
Otra razon podria ser que solo una fraccion de los pacientes 
con un tipo especifico de tumor sea sensible a un medicamento 
dado. Esto fue sugerido por el caso del getinib, un inhibidor 
de la tirosincinasa del receptor de EGF (EGFR). El getinib se 
probo originalmente en pacientes con cancer de pulmon por- 
que se sabia que estos tumores exhiben altas concentraciones 
de EGFR. En los ensayos clinicos iniciales se observo que alre- 
dedor de 10% de los pacientes en Estados Unidos y 30% de 
los pacientes japoneses reaccionaron positivamente al farmaco, 
mientras que el resto de la poblacion no presentaba cambios. Un 
analisis posterior revelo que quienes reaccionaban y quienes no 
lo hacian tenian mutaciones que afectaban distintas regiones de 
la proteina EGFR. Este descubrimiento corrobora la idea de que 
al final probablemente los tratamientos anticancerosos dirigidos 
tendran que personalizarse para que se ajusten a las modificacio- 
nes geneticas especificas presentes en los tumores de pacientes 
individuales. 

Otra razon podria ser que los inhibidores no se dirigen 
contra las celulas apropiadas dentro del tumor. Esta posibilidad 
requiere de una mayor explication pero plantea una importante 
cuestion acerca de ia biologia basica del cancer y su tratamien- 
to. A lo largo de este capitulo se ha considerado que un tumor 
es una masa de celulas relativamente homogenea. Cuando se 
les ve de este modo, todas las celulas de un tumor son capaces 
de proliferar de manera ilimitada, y todas las celulas tienen la 
oportunidad de convertirse en un fenotipo mas maligno como 
resultado de cambio genetico sobre la marcha. En anos recientes 
ha emergido un nuevo concepto, el cual sugiere que si bien la 
mayoria de las celulas de un tumor pueden estar dividiendose 
con rapidez, tienen un potential relativamente limitado a largo 
plazo para mantener el tumor primario o iniciar un nuevo tumor 
secundario. En cambio, una cantidad relativamente pequena de 
celulas dispersas por el tumor son responsables de mantener este 
y promover su diseminacion. Estas celulas “especiales” se cono- 


cen como celulas madre cancerosas, y existe considerable apoyo 
experimental de su existencia en leucemias, tumores encefalicos, 
tumores mamarios y otros tipos de cancer. Sigue siendo incierto 
el que las celulas madre cancerosas se deriven o no de celulas 
madre normales, pero independientemente de ello, se propone 
que ambos tipos de celulas madre comparten las propiedades 
unicas de a) autorrenovacion, b) potential ilimitado para la divi¬ 
sion celular, y c) capacidad de dar origen a todas las demas celu¬ 
las del tejido normal o el tumor. El concepto de celula madre 
cancerosa se plantea en esta parte del capitulo porque tiene 
importantes consecuencias para la terapia del cancer. Si es cierto 
que solo una pequena subpoblacion de celulas de un tumor tie¬ 
nen la capacidad de continuar la vida de este, entonces el desa- 
rrollo de farmacos que maten con rapidez el grueso de la masa 
tumoral pero respeten las celulas madre cancerosas finalmente 
estara condenado al fracaso. Si bien hay en marcha esfuerzos 
para identificar celulas madre cancerosas en diversos tipos de 
tumores y aprender mas acerca de sus propiedades, estas nuevas 
ideas no han tenido un impacto apreciable en el desarrollo de 
farmacos. Queda por ver si esto cambiara o no en el futuro. 

Inhibicion de la formacion de nuevos vasos 
sangumeos (angiogenesis) 

Mientras un tumor aumenta de tamano, estimula la formation 
de nuevos vasos sangumeos, un proceso llamado angiogenesis (fig. 
16-22). Los vasos sangumeos son necesarios para llevar nutri- 
mentos y oxigeno a las celulas tumorales de crecimiento rapido 
y para eiiminar los productos de desecho. Los vasos sangumeos 
tambien proporcionan conductos para que las celulas malignas 
se diseminen a otros sitios del cuerpo. En 1971, Judah Folkman 
de la Harvard University sugirio que los tumores solidos podian 
destruirse si se inhibia su capacidad para formar nuevos vasos 
sangumeos. Despues de un cuarto de siglo de relativa oscuridad, 
esta idea florecio en una terapia anticancerosa prometedora. 

Las celulas cancerosas promueven la angiogenesis median- 
te la secretion de factores de crecimiento, como VEGF, que 



FIGURA 16-22 Angiogenesis y crecimiento tumoral. Pasos en la vasculari- 
zacion de un tumor primario. En el paso 1, el tumor prolifera para formar 
una pequena masa de celulas. Siempre que se mantenga avascular (sin vasos 
sangumeos), el tumor permanece muy pequeno (1 a 2 mm). En el paso 2, la 
masa tumoral produjo factores angiogenos que estimulan a las celulas endo- 


teliales de los vasos cercanos para crecer hacia las celulas tumorales. En el 
paso 3, el tumor se vascularizo y ahora es capaz de un crecimiento ilimitado. 
(Tomada de B. R. Zetter, con autorizacion de Ann Rev Med, vol 49. 
© 1998 Annual Reviews www.AnnualReviews.org.) 
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actuan sobre las celulas endoteliales de los vasos sangulneos cir- 
cundantes y los estimulan para proliferar y desarrollar nuevos 
vasos. Del mismo modo que hay estimulantes de la angioge¬ 
nesis, tambien hay inhibidores. Ya se identificaron varios de los 
inhibidores naturales, como la endostatina y la trombospondina, 
pero companias de biotecnologia han desarrollado casi todos los 
inhibidores angiogenos. En este grupo de sustancias se incluyen 
anticuerpos y compuestos sinteticos dirigidos contra integrinas, 
factores de crecimiento y receptores para factores de crecimien- 
to. Los estudios preclinicos con ratones y ratas sugieren que los 
inhibidores angiogenos podrian ser efectivos para detener el 
crecimiento tumoral. Lo mas importante: los tumores tratados 
con estos inhibidores no se volvieron resistentes a la aplicacion 
repetida del farmaco. Las celulas tumorales se toman resisten¬ 
tes a los agentes quimioterapicos usuales por la inestabilidad 
genetica de las celulas, las cuales pueden evolucionar a formas 
resistentes. Sin embargo, los inhibidores de la angiogenesis se 
dirigen a celulas endoteliales normales, con caracteristicas gene- 
ticas estables, que conservan su respuesta a la presencia de estos 
agentes. Existen otras razones que hacen de los inhibidores de la 
angiogenesis un tratamiento promisorio: no interferiran en las 
actividades fisiologicas normales, porque la angiogenesis no es 
una actividad necesaria en un adulto maduro; actuan en celulas 
que revisten los vasos sanguineos, directamente accesibles a los 
farmacos llevados por el torrente sanguineo, y deben ser amplia- 
mente eficaces contra muchos tipos distintos de tumores, que se 
supone emplean los mismos mecanismos de angiogenesis. 

La inhibition de la angiogenesis en los tumores humanos 
no es una tarea facil como podria esperarse con base en los estu¬ 
dios con ratones. Hasta ahora, los resultados mas prometedores 
se han obtenido con un anticuerpo humanizado (llamado beva- 
cizumab) que se dirige contra el VEGF, el factor de crecimiento 
de celulas endoteliales que se sobrexpresa en la mayoria de los 


tumores solidos. En el momento en que esto se escribe, bevaci- 
zumab es el unico farmaco aprobado por la FDA cuya action 
se basa solamente en su supuesta actividad antiangiogenica. La 
aprobacion de la FDA se baso en ensayos clinicos que demostra- 
ron que bevacizumab, combinado con quimioterapia estandar, 
podria prolongar en algunos meses la vida de los pacientes con 
cancer de colon metastasico. Aunque esto dista de constituir una 
curacion, es un logro significativo en pacientes con cancer de 
colon avanzado y ha proporcionado una base para la posterior 
exploration de este tipo de tratamiento. La terapia con bevaci¬ 
zumab de otros tipos de cancer en general ha sido menos exi- 
tosa, y varios pacientes han experimentado efectos secundarios 
graves. 

En la actualidad, la mejor terapeutica contra el cancer es 
la detection temprana. Existen varios procedimientos de detec¬ 
tion en uso, incluida la mamografia para identificar el cancer 
mamario, la prueba de Papanicolaou para el cancer cervical, las 
cuantificaciones de antigeno prostatico especifico para detectar 
el cancer de prostata y la colonoscopia para reconocer el can¬ 
cer colorrectal. Se espera que en los proximos anos los avances 
de la proteomica conduzcan al desarrollo de nuevas pruebas de 
detection basadas en los niveles relativos de varias proteinas pre- 
sentes en la sangre. Esta terapia se explico en la pagina 71. Es 
probable que los avances de la genomica contribuyan al proce- 
so de detection al informar a cada persona los tipos de cancer 
para los que tiene mayor probabilidad. Las pruebas de detection 
genomica ya estan disponibles para los sujetos con antecedentes 
familiares sugestivos de mutaciones en el gen BRCA1 y que, por 
consiguiente, podrian tener riesgo de desarrollar cancer mama¬ 
rio. Cuanto mas pronto se descubra el cancer es mayor la proba¬ 
bilidad de supervivencia. En consecuencia, estos procedimientos 
de detection podrian tener un efecto notorio para disminuir los 
indices de mortalidad por cancer. 


V I A S EXPERIMENTALES 


El descubrimiento de los oncogenes 

En 1911, Peyton Rous del Rockefeller Institute for Medical Research 
publico un documento menor de una pagina de extension (compartia 
la pagina con una nota sobre el tratamiento de la sifilis) y no tuvo 
repercusion alguna en la comunidad cientifica. Sin embargo, este 
documento notificaba una de las observaciones mas previsoras en el 
campo de la biologia celular y molecular. 1 Rous trabajaba con un sar¬ 
coma de polio que podia propagarse de una gallina a otra mediante la 
inoculation al hospedador de la misma cepa con fragmentos del tejido 
tumoral. En este documento, Rous describio una serie de experimentos 
muy sugestivos de que el tumor podia transmitirse de un animal a otro 
mediante un “virus filtrable”, que es un termino que se habia acunado 
10 anos antes para describir a los agentes patogenos que eran lo bastan- 
te pequenos para pasar por filtros impermeables a las bacterias. 

En sus experimentos, Rous retiro los tumores del pecho de las 
gallinas, molio las celulas en un mortero con arena esteril, centrifugo 
las particulas hasta formar una pelotilla, retiro el sobrenadante e impul- 
so el liquido sobrenadante por filtros de varias porosidades, incluido 
uno lo bastante pequeno para impedir el paso de bacterias. Luego, 
inyecto el filtrado en el musculo pectoral de una gallina receptora y 


encontro que un porcentaje significativo de los animales inyectados 
desarrollaba el tumor. 

El virus descubierto por Rous en 1911 fue un virus con RNA. 
Para finales del decenio de 1960 se descubrio que virus similares se 
relacionaban con tumores mamarios y leucemias en roedores y gatos. 
Se habian criado ciertas cepas de ratones que desarrollaban tumores 
especificos con una frecuencia muy elevada. Las particulas viricas con 
RNA pudieron verse dentro de las celulas tumorales y tambien en 
gemacion de la superficie celular, como se muestra en la micrografia 
de la figura 1. Resulto evidente que el (los) gen(es) causante(s) de los 
tumores en estas cepas endogamicas se transmitia(n) por via vertical, es 
decir, a traves del huevo fecundado de la madre a los hijos, de manera 
que los adultos de cada generation siempre desarrollan el tumor. Estos 
estudios proporcionaron evidencia de que el genoma virico puede here- 
darse a traves de los gametos y transmitirse luego de una celula a otra 
mediante la mitosis sin que se observe un efecto obvio en el compor- 
tamiento de las celulas. La presencia de genomas viricos heredados no 
es una peculiaridad de las cepas endogamicas de laboratorio porque 
se demostro que ratones silvestres (salvajes) tratados con carcinoge- 



EL DESCUBRIMIENTO DE LOS ONCOGENES 687 


nos quimicos desarrollan tumores que a menudo contienen los mismos 
antigenos caracterfsticos de los virus tumorales de RNA y que mues- 
tran particulas viricas bajo el microscopio electronico. 

Una de las principales preguntas acerca de la transmision verti¬ 
cal de los virus tumorales de RNA era si el genoma viral pasa de los 
padres a hijos como moleculas libres de RNA o se integra de alguna 
forma al DNA de la celula hospedadora. La evidencia indico que la 
infection y la transformation por estos virus requerian la sintesis de 
DNA. Howard Temin de la Wisconsin University sugirio que la replica- 
cion de los virus tumorales de RNA ocurre mediante un intermediario 
de DNA, un provirus, que sirve como molde para la sintesis de RNA 
virico. Sin embargo, este molde necesita una enzima unica, una poli- 
merasa de DNA dependiente de RNA que nunca se habia encontrado 
en ningun tipo de celula. Mas adelante, en 1970, David Baltimore del 
Massachusetts Institute of Technology y Temin y S atoshi Mizutani descu- 
brieron de manera independiente una enzima con esta actividad. 2 ' 3 

Baltimore examino los viriones (las particulas viricas maduras) 
de dos virus tumorales de RNA, el virus de la leucemia de raton de 
Rauscher (R-MLV) y el virus del sarcoma de Rous (RSV). Se incubo 
una preparation del virus purificado en condiciones que promoverian 
la actividad de una polimerasa de DNA, e incluia magnesio (o manga- 
neso), cloruro de sodio, ditiotreitol (que previene que los grupos —SH 
de la enzima se oxiden) y los cuatro trifosfatos de desoxirribonucleosi- 
dos, uno de los cuales (TTP) se marco con radiactividad. En estas con¬ 
diciones, la preparation incorporo el precursor marcado de DNA en 
un producto insoluble en acido que mostraba las propiedades del DNA 
(cuadro 1). Como es caracteristico del DNA, el producto de la reaction 
se volvio soluble en acido (indicativo de que se habia convertido en 
productos de bajo peso molecular) mediante el tratamiento con desoxi- 
ribonucleasa pancreatica o nucleasa de micrococos, pero no se afecto 
por la ribonucleasa pancreatica ni por la hidrolisis alcalina (a la cual es 
sensible el RNA; cuadro 1). Se encontro que la enzima polimerizadora 
de DNA se sedimenta junto con las particulas viricas maduras, lo que 



FIGURA 1 Micrografia electronica de un vims de la leucemia del raton Friend 
que se desprende por gemacion de la superficie de una celula leucemica 
cultivada. (Por cortesia de E. de Harven.) 


Cuadro 1 


Caracterizacion del producto de la polimerasa 


Experi- 

mento 

Tratamiento 

Radiac- 
tividad 
insoluble 
en acido 

Porcentaje de 
producto no 
digerido 

1 

No tratado 

1425 

(100) 


20 pig de desoxirri- 
bonucleasa 

125 

9 


20 pig de nucleasa 
de micrococo 

69 

5 


20 pig de ribonucleasa 

1361 

96 

2 

No tratado 

1 644 

(100) 


Hidrolizado con NaOH 

1 684 

100 


Fuente: D. Baltimore, reimpreso con autorizacion de Nature 226:1210,1970. © 1970, 
Macmillan Magazines, Ltd. 


sugiere que era parte del virion mismo y no una enzima donada por la 
celula hospedadora. Aunque el producto era insensible al tratamiento 
con ribonucleasa pancreatica, el molde era muy sensible a esta enzima 
(fig. 2), sobre todo si los viriones se trataban antes con la ribonucleasa 
para luego agregar los otros componentes de la mezcla de reaccion (fig. 



Min 


FIGURA 2 Incorporation de radiactividad de [ 3 H]TTP en un precipita- 
do insoluble en acido por la polimerasa de DNA del virus de la leucemia 
murina de Rauscher tanto en presencia como en ausencia de ribonucleasa. 
(Nota: el precursor TTP marcado se convierte enTMP cuando se incorpora 
en el DNA.) Curva 1, sin ribonucleasa agregada; curva 2, preincubada sin 
ribonucleasa agregada durante 20 min antes de anadir [ 3 H]TTP; curva 
3, ribonucleasa adicionada a la mezcla de reaccion; curva 4, preincubada con 
ribonucleasa antes de anadir [ 3 H]TTP. (Reimpresa con autorizacion 
de D. Baltimore, Nature 226:1210,1970. © 1970, Macmillan Maga¬ 
zines Ltd.) 
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2, curva 4). Los resultados reforzaron la idea de que el RNA video 
provenia del molde para la sintesis de una copia de DNA, la cual tal 
vez servia como molde para la sintesis de mRNA virico necesario para 
la infection y transformacion. Estos experimentos no solo sugieren que 
la transformation celular por los virus tumorales de RNA ocurre por 
un intermediario de DNA, sino que tambien contradijeron el concepto 
antiguo propuesto al principio por Francis Crick y conocido como el 
dogma central, que aseveraba que la information de una celula siempre 
fluia del DNA al RNA y a la proteina. La polimerasa de DNA depen- 
diente de RNA recibio el nombre de transcriptasa inversa. 

Durante el decenio de 1970, la atencion se fijo en la identifica¬ 
tion de los genes portados por los virus tumorales que producian la 
transformacion y el mecanismo de action de los productos genicos. 
La evidencia de los analisis geneticos indico que podian aislarse cepas 
mutantes de virus que conservaban la capacidad para crecer en celulas 
hospedadoras, pero no podian transformar a la celula para que mostra- 
ra propiedades malignas. 4 Por lo tanto, la capacidad para transformar a 
la celula residia en una portion limitada del genoma virico. 

Estos hallazgos establecieron la base para una serie de documen- 
tos publicados por Harold Varmus, J. Michael Bishop, Dominique 
Stehelin y sus colaboradores de la California University, en San 
Francisco. Estos investigadores comenzaron con el aislamiento de 
cepas mutantes del virus del sarcoma aviar (ASV) que tenian dele- 
ciones de 10 a 20% del genoma, lo que tornaba al virus incapaz de 
inducir sarcomas en polios o transformar fibroblastos en cultivos. El 
gen causante de la transformacion, que no existe en estos mutantes, 
se denomino sre (de sarcoma). Para aislar el DNA correspondiente a 
las regiones eliminadas de estos mutantes, que se supone portan los 
genes necesarios para la transformacion, se adopto la siguiente con- 
ducta experimental. 5 Se utilizo el RNA de los genomas de viriones 
completos (oncogenos) como molde para la formation de un DNA 
complementario (cDNA) de una sola cadena y con marca radiactiva, 
para lo cual se uso transcriptasa inversa. Luego, el cDNA marcado (que 
se encuentra como fragmentos) se unio (en un hibrido) con el RNA 
obtenido de uno de los mutantes con la deletion. Los fragmentos de 
DNA que no formaron hibridos con el RNA representan las porciones 
del genoma que se habian eliminado del mutante incapaz de inducir 
transformacion y, en consecuencia, se presupuso que contenian el gen 
necesario para que el virus causara la transformacion. Los fragmentos 
de DNA que no formaron hibridos con el RNA se separaron de los que 
formaban parte de los hibridos DNA-RNA mediante cromatografia 
de columna. Con este procedimiento basico se aislo una secuencia de 
DNA conocida como cDNA , que correspondia a cerca de 16% 
del genoma viral (1 600 nucleotidos de una longitud genomica total de 
10 000 nucleotidos). 

Una vez aislado, el cDNA resulto ser una sonda muv util. 

7 sarc J 

Primero se demostro que este cDNA marcado forma hibridos con el 
DNA extraido de las celulas de diversas especies de aves (polio, pavo, 
codorniz, pato y emu), lo que indica que los genomas celulares de estas 
aves contienen una secuencia de DNA muy relacionada con sre. 6 

Estos hallazgos proporcionaron la primera evidencia solida de 
que en realidad existe un gen portado por un virus tumoral que induce 
transformacion celular en el DNA de las celulas normales (no infec- 
tadas) y, por lo tanto, se asume que es parte del genoma normal de las 
celulas. Estos resultados indicaron que los genes transformadores del 
genoma viral (los oncogenes) no son genes viricos reales, sino genes 
celulares que captaron los virus tumorales del RNA durante una infec¬ 
tion previa. La posesion de este gen derivado de la celula parece dotar 
al virus del poder para transformar a las mismas celulas en las que 
este gen se encuentra en condiciones normales. El hecho de que la 
secuencia sre se halle en todas las especies de aves evaluadas sugiere que 
la secuencia se ha conservado durante la evolution de las aves y, por 
consiguiente, se presupone que regula alguna actividad basica de las 
celulas normales. En un estudio posterior se encontro que el cDNA 
se une con el DNA de todos los vertebrados, incluidos los mamiferos, 
pero no con el DNA de erizos marinos, moscas de la fruta o bacterias. 


Con base en estos resultados, se pudo concluir que el gen sre no solo 
se encuentra en el RNA del genoma del ASV y el genoma de las celu¬ 
las de polio a las que puede infectar, sino que tambien existe un gen 
homologo en el DNA de los vertebrados con relaciones distantes, lo 
cual sugiere que tiene alguna funcion crucial en las celulas de todos los 
vertebrados. 7 

Estos hallazgos dieron origen a muchas preguntas; las principales 
fueron las siguientes: a) ^cual es la funcion del producto del gen sre} y 
b) ^de que manera la presencia del gen virico sre (conocido como v-src) 
altera el comportamiento de una celula normal que ya tiene una copia 
del gen celular (conocido como c -sre)} 

Ray Erikson y sus colegas de la Colorado University fueron los 
primeros en identificar el producto del gen sre mediante dos procedi- 
mientos independientes: a) precipitation de la proteina de extractos de 
celulas transformadas por anticuerpos preparados a partir de animales 
infectados con RSV y b) sintesis de la proteina con un sistema de sin¬ 
tesis proteica libre de celulas con el gen virico como molde. Con estos 
procedimientos se descubrio que el producto del gen sre es una protei¬ 
na de 60 000 daltones a la que llamaron pp60 src . 8 Cuando se incubo 
pp60 src con [ 32 P]ATP, los grupos fosfato radiactivos se transfirieron a 
las cadenas pesadas de las moleculas de anticuerpo (IgG) relacionadas 
que se emplearon en la precipitation inmunitaria. Este descubrimiento 
sugirio que el gen sre codifica una enzima que tiene actividad de cinasa 
de proteina. 9 Cuando las celulas infectadas con ASV se fijaron, corta- 
ron e incubaron con anticuerpos marcados con ferritina contra pp60 src , 
se encontro que los anticuerpos se localizaban en la superficie interna 
de la membrana plasmatica, lo que sugiere una concentration del pro¬ 
ducto del gen sre en esta parte de la celula (fig. 3). 10 

Estos fueron los primeros estudios en descubrir la funcion de un 
oncogen. Una cinasa de proteina es el tipo de producto genico del que 
pudiera esperarse que tuviera actividad transformadora potential por- 
que puede regular las actividades de muchas otras proteinas, cada una 
de las cuales podria tener una funcion crucial en una u otra actividad 
relacionada con el crecimiento celular. El analisis adicional del papel 
del producto del gen sre condujo a un hallazgo inesperado. A diferencia 
de todas las otras cinasas de proteina cuya funcion se habia estudiado, 
pp60 src transferia grupos fosfato a residuos de tirosina en la protei¬ 
na sustrato, y no a residuos de serina o treonina. 11 La existencia de 
residuos de tirosina fosforilados habia escapado a la detection previa 
porque los residuos fosforilados de serina y treonina son unas 3 000 
veces mas abundantes en las celulas que la fosfotirosina, y porque los 
residuos de fosfotreonina y fosfotirosina son dificiles de separar uno del 
otro mediante procedimientos electroforeticos tradicionales. No solo el 
producto del gen virico sre (v-src) codifica una proteintirosincinasa; lo 
mismo hace c -sre, la version celular del gen. Sin embargo, el numero de 
residuos fosforilados de tirosina en las proteinas de las celulas trans¬ 
formadas por RSV era cerca de ocho veces mayor que en las celulas 
control. Este descubrimiento sugirio que la version virica del gen puede 
inducir la transformacion porque tiene un nivel mas alto de actividad 
que la version celular. 

Los resultados del estudio del RSV proporcionaron evidencia de 
que la mayor actividad del producto de un oncogen puede ser la clave 
para convertir a una celula normal en una maligna. Pronto hubo evi¬ 
dencia de que el fenotipo maligno tambien podia inducirse con un 
oncogen que contuviera una secuencia alterada de nucleotido. Robert 
Weinberg y sus colegas del Massachusetts Institute of Technology realiza- 
ron un estudio clave con la tecnica de transfection de DNA. 12 

Weinberg comenzo los estudios mediante la obtencion de 15 
lineas celulares malignas distintas que derivaron de celulas de raton 
tratadas con una sustancia carcinogena. Por lo tanto, estas celulas se 
habian tornado malignas sin exponerlas a los virus. Se extrajo el DNA 
de cada una de estas lineas celulares y se utilizo para transfectar un 
tipo de fibroblasto de raton no maligno llamado NIH3T3. Las celulas 
NIH3T3 se seleccionaron para estos experimentos porque captan el 
DNA exogeno con gran eficiencia y se transforman con facilidad en 
celulas malignas en cultivo. Despues de la transfection con DNA de 
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FIGURA 3 Micrografia electronica de un corte a traves de un par de fibroblas- 
tos adyacentes que se habfan tratado con anticuerpos marcados con ferritina 
contra la protelna pp60 src . La protefna se localiza (como lo muestran los 
granulos densos de ferritina) en la membrana plasmatica de la celula y se 
concentra sobre todo en los sitios con uniones comunicantes. (Tomada de 
Mark C. Willingham, Gilbert Jay e Ira Pastan, Cell 18:128, 1979, 

CON AUTORIZACION DE CELL PRESS.) 


las celulas tumorales, los fibroblastos se cultivan in vitro y se evaluan 
los cultivos en busca de cumulos (focos) que contengan celulas trans- 
formadas por el DNA agregado. De las 15 lineas celulares probadas, 
cinco produjeron DNA que transformarian a las celulas NIH3T3 
receptoras. El DNA de las celulas normales no tenia esta capacidad. 
Estos resultados demostraron que las sustancias carcinogenas causaban 
alteraciones en las secuencias de nucleotidos de los genes que conferian 
a los genes alterados la capacidad de transformar a otras celulas. Por 


lo tanto, los genes celulares podian convertirse en oncogenes de dos 
formas distintas: como resultado de incorporarse en el genoma de un 
virus o mediante la alteration con sustancias carcinogenas. 

Hasta este momento, todos los estudios con genes causantes de 
cancer se han realizado en ratones, polios u otros organismos cuyas 
celulas son muy sensibles a la transformation. En 1981, la atencion 
se desvio hacia el cancer humano cuando se demostro que el DNA 
aislado de celulas tumorales humanas podia transformar las celu¬ 
las NIH3T3 de raton despues de la transfection. 13 De 26 distintos 
tumores humanos que se probaron en este estudio, dos proporcionaron 
DNA capaz de transformar los fibroblastos de raton. En ambos casos, 
el DNA se habia extraido de lineas celulares tomadas de un carcinoma 
vesical (identificadas como EJ y J82). Se hicieron grandes esfuerzos 
para establecer si los genes provenian de un virus tumoral, pero no 
se detecto evidencia de DNA virico en estas celulas. Tales resultados 
suministraron la primera evidencia de que algunas celulas humanas 
contienen un oncogen activado que puede transmitirse a otras celulas e 
inducir su transformation. 

El descubrimiento de que el cancer puede transmitirse de una 
celula a otra por fragmentos de DNA establecio la base para determi- 
nar que genes de una celula causan la transformation maligna cuando 
se activan mediante una mutation u otro mecanismo. Para efectuar 
esta identification fue necesario aislar el DNA que captan las celulas 
e inducen su transformation. Una vez que se aislo el DNA ajeno cau- 
sante de la transformation, pudo analizarse en busca de la presencia 
de los alelos causantes del cancer. En 1982, con una diferencia de dos 
meses entre cada uno, tres laboratorios distintos informaron el aisla- 
miento y donation de un gen no identificado de las celulas del carci¬ 
noma vesical humano que podia transformar los fibroblastos NIH3T3 
de raton. 14 " 16 

Luego de aislar y clonar el gen transformador del cancer vesical 
humano, el siguiente paso era determinar si ese gen tenia alguna rela¬ 
tion con los oncogenes portados por los virus tumorales de RNA. Una 
vez mas, con dos meses de diferencia entre cada uno, se publicaron 
tres documentos de distintos laboratorios que notificaban resultados 
similares. 17-19 Los tres mostraban que el oncogen de los carcinomas 
vesicales humanos que transforman las celulas NIH3T3 es el mismo 
oncogen (llamado ras ) que porta el virus del sarcoma de Harvey, un 
virus tumoral de rata de RNA. Las comparaciones preliminares de las 
dos versiones de ras, la version virica y su homologo celular, no mostra- 
ron diferencia alguna, lo que indica que los dos genes son muy similares 
o identicos. Estos descubrimientos indicaron que los diferentes tipos 
de cancer que se desarrollan de manera espontanea en la poblacion 
humana se deben a una alteration genetica similar a los cambios en las 
celulas que se habian transformado por efecto virico en el laboratorio. 
Es importante senalar que los tipos de cancer inducidos por el virus 
del sarcoma de Harvey (sarcomas y eritroleucemias) son muy distintos 
a los de tumores vesicales, que poseen un origen epitelial. Esta fue la 
primera indication de que las alteraciones en el mismo gen humano 
(RAS) puede propiciar una gran variedad de tumores distintos. 

Para finales de 1982, tres documentos adicionales de diversos 
laboratorios comunicaron cambios precisos en el gen RAS humano que 
inducen la activation de un oncogen. 20-22 Una vez que se identified la 
seccion del gran fragmento de DNA causante de la transformation, el 
analisis de la secuencia de nucleotidos senalo que el DNA de las celulas 
vesicales malignas se activa como resultado de una sola sustitucion de 
base dentro de la region codificadora del gen. Un hecho notable es que 
ambos carcinomas vesicales humanos estudiados (identificados como 
EJ y T24) contienen DNA con la misma alteration: un nucleotido con 
guanina en un sitio especifico en el DNA de un protooncogen se habia 
convertido en una timidina en el oncogen activado. Esta sustitucion 
de base produce la reposition de una valina por una glicina como el 
duodecimo residuo de aminoacido del polipeptido. 

La identification de la secuencia de nucleotidos del gen v-ras que 
porta el virus del sarcoma Harvey revelo una alteration en la secuencia 
de bases que afectaba justo al mismo codon que se modificaba en el 
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DNA de los carcinomas vesicales humanos. El cambio del gen virico 
sustituye una arginina por la glicina normal. Parecia que este residuo 
particular de glicina mostraba un papel critico en la estructura y fun- 
cion de esta proteina. Es interesante senalar que el gen RAS humano 
es un protooncogen que, como SRC, puede activarse mediante la union 
con un promotor virico. Por lo tanto, RAS puede activarse para inducir 
la transformation por dos vias diferentes: un aumento de su expre- 
sion o una alteration de la secuencia de aminoacidos de su polipeptido 
habitual. 

La investigacion descrita en esta Via experimental represento un 
gran salto hacia la comprension de la base genetica de la transforma¬ 
cion maligna. Gran parte de la investigacion inicial de los virus tumo- 
rales de RNA derivo de la creencia de que estos agentes pueden ser una 
causa importante en el desarrollo del cancer humano. La busqueda de 
virus como causa de cancer condujo al descubrimiento del oncogen, 
lo cual dio lugar al conocimiento de que este es una secuencia celular 
que adquiere el virus, lo que al final llevo al descubrimiento de que el 
oncogen puede provocar cancer sin la participation del genoma virico. 
Por lo tanto, los virus tumorales, que no intervienen de manera directa 
en la mayoria de los canceres humanos, han proporcionado la ventana 
necesaria por la que puede verse la propia herencia en busca de infor¬ 
mation que conduzca a la propia ruina. 
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SINOPSIS 


El cancer es una enfermedad que incluye defectos heredables en 
los mecanismos de control celular que conducen a la formation de 
tumores invasivos capaces de liberar celulas que diseminan la enfer- 
medad a sitios distantes del cuerpo. Mluchas de las caracteristicas de 
las celulas tumorales pueden observarse en cultivo. En tanto que las 
celulas normales proliferan hasta que forman una sola capa (monocapa) 
sobre el fondo de la caja de cultivo, las celulas cancerosas continuan 
su crecimiento en cultivo y se acumulan unas sobre otras para formar 
cumulos. Otras propiedades frecuentes de las celulas cancerosas inclu- 
yen un numero anormal de cromosomas, la capacidad para continuar 
las divisiones de manera indefinida y la falta de respuesta a las celulas 
contiguas (pag. 663). 


Las celulas normales pueden convertirse en celulas cancerosas 
mediante el tratamiento con una gran variedad de sustancias, radia¬ 
tion ionizante y diversos virus que contienen DNA y RNA; todos 
estos agentes actuan mediante la induction de cambios en el genoma 
de la celula transformada. El analisis de las celulas de un tumor can- 
ceroso casi siempre muestra que las celulas provienen del crecimiento 
de una sola celula (se dice que el tumor es monoclonal). El desarrollo de 
un tumor maligno es un proceso de multiples pasos caracterizado por 
una progresion de alteraciones geneticas que reducen cada vez mas la 
capacidad de respuesta de la celula a la maquinaria reguladora normal 
del cuerpo e incrementan la de invadir tejidos normales. Los genes par- 
ticipantes en la carcinogenesis constituyen un subgrupo especifico del 
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genoma cuyos productos intervienen en actividades como el control 
del ciclo celular, adhesion intercelular y reparacion de DNA. El nivel 
de expresion de genes particulares en distintos tipos de canceres puede 
identificarse mediante microseries de DNA. Ademas de la alteracion 
genetica, el crecimiento de las celulas tumorales tambien depende de 
influencias no geneticas y epigeneticas que permiten a la celula expresar 
su fenotipo maligno (pag. 665). 

Los genes que intervienen en la carcinogenesis se dividen en dos 
grandes categorias: genes supresores de tumores y oncogenes. Los 

genes supresores tumorales codifican proteinas que limitan el creci¬ 
miento celular e impiden que la celula se vuelva maligna. Los genes 
supresores tumorales actuan en forma recesiva porque deben eliminarse 
o mutarse ambas copias antes de perder su funcion protectora. Por el 
contrario, los oncogenes codifican proteinas que fomentan la perdida 
del control de crecimiento y la malignidad. Los oncogenes provienen 
de los protooncogenes, genes que codifican proteinas que participan en 
las actividades normales de la celula. Las mutaciones que alteran la pro- 
teina o su expresion hacen que los protooncogenes actuen de manera 
anormal y promuevan el desarrollo de un tumor. Los oncogenes actuan 
de manera dominante, esto es, que una sola copia hace que la celula 
exprese el fenotipo alterado. La mayoria de los tumores contienen alte- 
raciones en los genes supresores tumorales y los oncogenes. Mientras 
la celula conserve al menos una copia de todos estos genes supresores 
tumorales, debe estar protegida contra las consecuencias de la aparicion 
de un oncogen. Por el contrario, la perdida de una funcion supresora 
tumoral no debe ser suficiente por si sola para que la celula se torne 
maligna (pag. 670). 

El primer gen supresor tumoral que se identified file RB , causante 
de un raro tumor retiniano llamado retinoblastoma, muy frecuente 
en ciertas familias, aunque tambien puede aparecer de manera espo- 
radica. Los ninos con la forma familiar de la enfermedad heredan una 
copia mutada del gen. Estas personas desarrollan el cancer solo despues 
de un dano esporadico en el segundo alelo en una de las celulas de la 
retina. RB codifica una proteina llamada pRb que participa en la regu- 
lacion del paso de una celula de la etapa G 1 a la S en el ciclo celular. La 
forma no fosforilada de pRb interactua con ciertos factores de trans¬ 
cription y previene que estos se unan con el DNA para activar los genes 
necesarios para ciertas actividades de la fase S.Una vez que pRb se fos- 
forila, la proteina libera su factor de transcripcion unido, que entonces 
puede activar la expresion genica e iniciar la fase S (pag. 673). 

El gen supresor tumoral referido con mayor frecuencia en el cancer 
humano es TP53 , cuyo producto (p53) es capaz de suprimir la apari¬ 
cion de cancer por varios mecanismos distintos. En una de sus accio- 
nes, p53 funciona como factor de transcripcion que activa la expresion 
de una proteina (p21) que inhibe la cinasa dependiente de ciclina que 
hace avanzar a la celula por el ciclo celular. El dano en el DNA inicia la 
fosforilacion y estabilizacion de p53, lo que conduce a la detention del 
ciclo celular hasta que se repara el dano. El p53 tambien puede redirigir 
a las celulas que estan en camino a la transformation mafigna para que 
sigan una via alternativa hacia la muerte programada o apoptosis. Los 
ratones con eHminacion de TP53 empiezan a desarrollar tumores varias 
semanas despues de nacer. Otros genes supresores tumorales incluyen 
APC, que al mutar predispone al individuo a desarrollar cancer coloni- 
co, y BRCA1 y BRCA2 que al mutar tornan proclive al sujeto al cancer 
mamario (pag. 675). 

La mayoria de los oncogenes conocidos derivan de protooncogenes 
que tienen alguna funcion en las vias que transmiten senales de cre¬ 


cimiento del ambiente extracelular al interior de la celula, sobre todo 
el nucleo celular. Se han identificado varios oncogenes que codifican 
receptores para factores de crecimiento, incluidos los receptores para el 
factor de crecimiento derivado de las plaquetas (PDGF) y para el factor 
de crecimiento epidermico (EGF). Es posible que las celulas malignas 
contengan una cantidad mucho mayor de alguno de estos recep¬ 
tores para factores de crecimiento en la membrana plasmatica en com- 
paracion con las celulas normales. El exceso de receptores torna a la 
celula sensible a concentraciones menores del factor de crecimiento y 
por tanto se estimulan para dividirse en condiciones que no influirian 
en las celulas normales. Varias cinasas de proteina citoplasmicas, inclui- 
das las cinasas de serina/treonina y las de tirosina, se incluyen en la lista 
de oncogenes. En este grupo se incluye RAF , que codifica una 
cinasa de proteina en la cascada de cinasa de MAR Las mutaciones 
en RAS se encuentran entre los oncogenes mas frecuentes en los dife- 
rentes tipos de cancer en humanos. Como se explica en el capitulo 15, 
Ras activa la funcion de cinasa de proteina de Raf. Si Raf permanece 
en su estado activado, emite senales continuas por la via de la cinasa 
de MAP, lo que conduce a la estimulacion continua de la profiferacion 
celular. Varios oncogenes, como A4YC, codifican proteinas que actuan 
como factores de transcripcion. En condiciones normales, Myc es una de 
las primeras proteinas en aparecer cuando se estimula a una celula para 
reingresar al ciclo celular a partir de la fase G 0 quiescente. Otro grupo 
de oncogenes, como BCL-2, codifica proteinas que intervienen en la 
apoptosis. La expresion excesiva del gen BCL-2 suprime la apoptosis en 
los tejidos linfoides, lo que permite que las celulas anormales proliferen 
hasta formar tumores linfoides (pag. 679). 

Los genes que codifican proteinas participantes en la reparacion del 
DNA tambien intervienen en la carcinogenesis. El genoma de los 
sujetos con la forma hereditaria mas frecuente de cancer de colon, lla¬ 
mado cancer hereditario de colon sin poliposis (HNPCC), contiene 
secuencias micro satelites con un numero anormal de nucleotidos. Los 
cambios en la longitud de una secuencia microsatelite surgen como un 
error durante la replication, que en condiciones normales reconocen las 
enzimas de reparacion de discrepancias, lo que sugiere que los defectos 
en tales sistemas pueden ser causantes del cancer. Esta conclusion se 
apoya con los hallazgos de que los extractos de las celulas tumorales de 
HNPCC muestran deficiencias en la reparacion del DNA. Se espera- 
ria que las celulas que contienen tales deficiencias presentaran un nivel 
muy alto de mutation en los genes supresores tumorales y oncogenes 
que conducen a un riesgo mucho mayor de malignidad. Determinados 
microRNA tambien se han implicado como oncogenes (o supresores 
tumorales) (pag. 681). 

En la actualidad, el cancer se trata con cirugia, quimioterapia y radia¬ 
tion. Existen varias terapias mas en prueba. Pueden mencionarse la 
inmunoterapia, terapia genica, inhibidores de proteinas codificadas por 
oncogenes e inhibition de angiogenesis. Hasta ahora, el mayor exito se 
ha obtenido con el desarrollo de un inhibidor de la cinasa de Abl en 
pacientes con leucemia mielogena cronica. Un segundo exito es el desa¬ 
rrollo de anticuerpos humanizados que se unen con una proteina en la 
superficie de las celulas B malignas en casos de linfoma no Hodgkin. 
Las terapeuticas contra la angiogenesis intentan prevenir que un tumor 
soHdo induzca la formation de los nuevos vasos sanguineos necesarios 
para llevar a las celulas neoplasicas nutrimentos y otros materiales. Se 
han identificado varios agentes que bloquean la angiogenesis en ratones 
pero han tenido poco exito en pruebas clinicas (pag. 682). 
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La reaccion inmunitaria 


17.1 Revision de la reaccion 
inmunitaria 

17.2 La teoria de la selection clonal 
aplicada a las celulas B 

17.3 LinfocitosT: activation 
y mecanismo de accion 

17.4 Algunos temas sobre las bases 
celulares y moleculares de la 
inmunidad 

perspectiva humana: Enfermedades 
autoinmunitarias 

v(as experimentales: El papel del 
complejo mayor de histocompatibilidad 
en la presentacion de antigenos 


L os organismos vivos son el habitat ideal en el que pueden crecer otros organis- 
mos. Por lo tanto, no es sorprendente que los animales esten sujetos a infecciones 
por vims, bacterias, protistas, hongos y parasitos animales. Los vertebrados desa- 
rrollaron varios mecanismos que les permiten reconocer y destruir estos agentes infec- 
ciosos. Como resultado, los vertebrados son capaces de desarrollar inmunidad contra 
los patogenos invasores. La inmunidad deriva de las actividades combinadas de muchas 
celulas diferentes, algunas de las cuales vigilan el cuerpo mientras que otras se concentran 
en organos linfoides, como la medula osea, timo, bazo y ganglios linfaticos (fig. 17-1). 
En conjunto, estas celulas dispersas y organos discretos forman el sistema inmunitario 
del cuerpo. 

Las celulas del sistema inmunitario participan en un tipo de detection molecular 
mediante el cual reconocen macromoleculas “extranas”, es decir, aquellas cuya estructura 
sea diferente a la de las macromoleculas normales del cuerpo. Si se identifica material 
extrano, el sistema inmunitario establece un ataque especifico y concertado contra este. 
Las armas del sistema inmunitario incluyen: a) celulas que destruyen o ingieren a celulas 
infectadas o alteradas y b) proteinas solubles que pueden neutralizar, inmovilizar, aglu- 
tinar o aniquilar a los patogenos. Este sistema tambien participa en la lucha del cuerpo 


Los linfocitos T son celulas del sistema inmunitario que se activan cuando entran en contacto con celulas que 
presentan peptidos extranos en su superficie. Esta imagen compuestapor computadora muestra porciones de la 
molecula que participan en esta interaction entre las celulas. El receptor de la celula T que se proyecta desde el 
linfocito T aparece en amarillo, laproteina MHC que sobresale de la superficie de una celula infectada en azul 
y unpeptido derivado de un retrovirus humano en bianco. Laproteina MHC mantiene sujeto elpeptido vtrico 
mientras lopresenta allinfocito T. (Tomada de David N. Garboczi, et al., por cortesi'a de Don C. 
Wiley, Harvard University. Reimpresa con autorizacion de Nature 384:137,1996; © 1996 
por Macmillan Magazines Ltd.) 
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FIGURA 17-1 El sistema inmunitario humano incluye varios organos linfoi- 
des, como el timo, medula osea, bazo, ganglios linfaticos y celulas dispersas 
como parches en el intestino delgado, adenoides y amfgdalas. El timo y la 
medula osea a menudo se describen como el sistema inmunitario central por 
sus papeles clave en la diferenciacion de los linfocitos. 


contra el cancer, pero el grado en el que puede reconocer y matar 
a las celulas cancerosas aun es motivo de controversia. En algu- 
nos casos, el sistema inmunitario puede establecer una respuesta 
inapropiada que ataca a los propios tejidos del cuerpo. Como se 
explica en la section Perspectiva humana de la pagina 718, estos 
incidentes pueden precipitar una enfermedad grave. 

Resulta imposible abarcar todo el tema de la inmunidad en 
un solo capitulo. En lugar de ello, este se enfoca en varios aspec- 
tos seleccionados que ilustran los principios de la biologia celu- 
lar y molecular explicados en los capitulos previos. Sin embargo, 
antes es necesario examinar los fenomenos basicos de la respues¬ 
ta corporal ante la presencia de un microbio intruso. 1 • 

17.1 REVISION DE LA REACCION INMUNITARIA 

La superficie externa del cuerpo y los recubrimientos de 
sus trayectos internos establecen una excelente barrera contra 
la penetration de virus, bacterias y parasitos. Si se violan estas 
barreras superficiales, se activan reacciones inmunitarias que 
contienen la invasion. Las respuestas inmunitarias pueden divi- 
dirse en dos categorias generales: innatas y adaptativas (o adqui- 
ridas). Ambos tipos dependen de la capacidad del cuerpo para 
distinguir entre los materiales que deben estar ahi (esto es,“nati- 
vos”) y los que no deben (es decir, “ajenos”). Tambien se pueden 
diferenciar dos categorias de patogenos: los que se encuentran 
sobre todo dentro de una celula hospedadora (todos los virus, 
algunas bacterias y ciertos parasitos protozoarios) y los que se 
hallan sobre todo en compartimientos extracelulares del hospe- 
dador (la mayoria de las bacterias y otros patogenos celulares). 
Han evolucionado distintos tipos de mecanismos inmunitarios 
para combatir estas dos clases de infecciones. La figura 17-2 
presenta una revision de algunos de estos mecanismos. 

Reacciones inmunitarias innatas 

Las reacciones inmunitarias innatas son las que establece el 
cuerpo de inmediato, sin necesidad de un contacto previo con 
el microbio. Por lo tanto, confieren al cuerpo una primera linea de 
defensa. Un microbio invasor casi siempre establece el contacto 
initial con el sistema inmunitario innato cuando lo encuentra 


1 Antes de iniciar el estudio del sistema inmunitario, vale la pena recordar que muchos 
animales son capaces de defenderse contra las infecciones viricas sintetizando 
siRNA que guian la destruction de RNA bicatenarios viricos. Aunque las celulas de 
los vertebrados tienen la maquinaria necesaria para la interferencia de RNA (RNAi) 
(en virtud de que producen miRNA) y pueden utilizar dsRNA pequenos proporcio- 
nados por los investigadores para destmir los genomas viricos (como se expone en 
la section Perspectiva humana del capitulo 11), la mayoria de los estudios sugiere 
que los vertebrados no usan siRNA como mecanismo de defensa antivirico. Aunque 
este tema dista mucho de estar resuelto, en general se piensa que la evolution de un 
sistema inmunitario altamente eficaz en los vertebrados primitivos llevo al abandono 
de la RNAi como arma principal en la continua guerra contra los virus. 
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FIGURA 17-2 Revision de algunos mecanismos por los cuales el sistema 
inmunitario libera al cuerpo de patogenos invasores. El panel izquier- 
do muestra varios tipos de inmunidad innata: (a), fagocitosis de una celula 
bacteriana; (b), destruction de una celula bacteriana por el complemento; 
(c), apoptosis inducida en una celula infectada por una celula destructora 
natural (NK), y (d), induction de resistencia virica por el interferon alfa 
(IFN-a). El panel derecho muestra varios tipos de inmunidad adaptativa: 
(e), neutralization de una toxina bacteriana mediante un anticuerpo; (f), 
celula bacteriana cubierta con anticuerpos (opsonizada), lo que la torna sus¬ 


ceptible a la fagocitosis o muerte inducida por el complemento, y (g), apo¬ 
ptosis inducida en una celula infectada por un linfocito T activado (celula 
T). Las respuestas inmunitarias adaptativas y adquiridas estan vinculadas 
entre si (flecha verde) porque las celulas, como los macrofagos, que fagocitan 
a los patogenos utilizan las proteinas ajenas para estimular la production de 
anticuerpos especificos y celulas T dirigidas contra el patogeno. Las celulas 
NK tambien producen sustancias, por ejemplo IFN-y, que influyen en la 
respuesta de los linfocitos T. 


una celula fagocftica, como un macrofago o una celula dendri- 
tica (fig. 17-9), cuya funcion es reconocer los objetos extranos y 
activar la alarma apropiada. Estos fagocitos tienen diversas pro- 
telnas receptoras en su superficie que reconocen determinados 
tipos de macromoleculas altamente conservadas las cuales son 
caracteristicas de virus o bacterias y no son producidas por las 
celulas del organismo. Se han identificado varios tipos distin- 
tos de receptores para patogenos, los mas importantes de los 
cuales son los receptores tipoToll ( Toll-like receptors, TLR). El 
descubrimiento de los TLR se dio a traves de una interesante e 
inesperada serie de sucesos. 

La mosca de la fruta, Drosophila melanogaster, es bien 
conocida por su estatus iconico en el campo de la genetica, y 
tambien por contribuciones clave al estudio del desarrollo y la 
neurobiologia. Pero, como invertebrado, Drosophila no se habria 
considerado un organismo probable para realizar en el un descu¬ 
brimiento de importancia acerca del funcionamiento del sistema 
inmunitario humano. Con todo, en 1996 un grupo de investiga- 
dores en Francia identified una mosca de la fruta mutante que 
era muy susceptible a infecciones micoticas, como es evidente en 
la fotografia de la figura 17-3. La mosca que ahi se ilustra carece 
de una proteina llamada Toll, que se habia identificado antes 
como necesaria para el desarrollo de la polaridad dorsoventral 
(“de arriba abajo”) del embrion de la mosca. De hecho, “Toll” es 
una palabra del eslang aleman que significa “extrano” o “capri- 



FIGURA 17-3 Micrografia electronica de barrido de una mosca de la fru- 
ta mutante que murio por infeccion micotica. El cuerpo esta cubier- 
to de hifas fungales en germination. Este individuo era susceptible a las 
infecciones porque carecia de un gen Toll fiincional. (Tomada de Bruno 
Lemaitre, et al., Cell 86:978,1996; con autorizacion de Cell Press, 
cortesia de Jules A. Hoffmann.) 
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choso”, lo cual describe el aspecto embrollado de los embriones 
de mosca que carecen de un gen Toll funcional. Resulto que Toll 
tiene una funcion doble en estos animates, como director de la 
polaridad embrionaria y como factor que promueve la inmuni- 
dad contra infecciones. Este descubrimiento llevo a los investi- 
gadores a realizar una busqueda de proteinas similares, esto es, 
receptores tipo Toll (TLR) en otros organismos. Sucede que el 
ser bumano expresa cuando menos 10 TLR funcionales, todos 
los cuales son proteinas transmembrana presentes en las super¬ 
ficies (o dentro de determinadas membranas citoplasmicas) de 
muchos tipos distintos de celulas. En la familia de TLR huma- 
nos hay receptores que reconocen los componentes lipopolisaca- 
rido o peptidoglucano de la pared celular bacteriana, la proteina 
flagelina de los flagelos bacterianos, el RNA (acido ribonuclei- 
co), bicatenario caracteristico de los virus en multiplication, y 
dinucleotidos CpG desmetilados (caracteristicos del DNA bac- 
teriano, acido desoxirribonucleico). La activation de un TLR 
por una de estas moleculas derivadas de patogeno inicia una 
cascada de serialization en la celula que puede conducir a diver- 
sas reacciones inmunitarias protectoras, incluida la activation de 
celulas del sistema inmunitario adaptativo (representado por la 
flecha verde horizontal en la figura 17-2). Por esta razon, varias 
companias farmaceuticas trabajan con farmacos que estimulan 
al TLR con el objetivo de promover la reaction del organismo 
contra infecciones tenaces, como la causada por el virus de la 
hepatitis C. El imiquimod fue aprobado en 1997 y se prescribe 
contra varios trastornos cutaneos incluidas verrugas genitales; 
mas tarde se descubrio que actua estimulando un TLR. 

Las respuestas innatas ante los patogenos invasores casi 
siempre se acompanan de un proceso de inflamacion en el 
sitio de la infection, del que salen liquido, celulas y sustancias 
disueltas de los vasos sanguineos y se acumulan en los tejidos 
afectados (pag. 259). Estos fenomenos se acompanan de enro- 
jecimiento local, aumento de volumen y fiebre. La inflamacion 
representa un medio para concentrar los agentes defensivos del 
cuerpo en el sitio donde se necesitan. Durante la inflamacion, 
las celulas fagociticas salen de la corriente sanguinea y migran 
hacia el sitio de infection como reaction a las sustancias quimi- 
cas (quimioatrayentes) liberadas en el sitio (pag. 379). Una vez 
ahi, estas celulas reconocen, atrapan y destruyen al patogeno (fig. 
17-2 a). La inflamacion es un arma de dos filos. Aunque prote¬ 
ge al organismo contra patogenos invasores, si no termina de 
manera oportuna puede danar los tejidos normales del cuerpo y 
causar enfermedad cronica. La regulation de la inflamacion es 
un proceso complejo y mal comprendido que implica un equili- 
brio entre actividades proinflamatorias y antiinflamatorias. 

Varios otros mecanismos tambien estan encaminados a 
atacar patogenos extracelulares. Tanto celulas epiteliales como 
linfocitos secretan una variedad de peptidos antimicrobianos, 
llamados defensinas, que son capaces de unirse a virus, bacterias 
u hongos y causar su destruction. La sangre tambien contiene 
un grupo de proteinas solubles llamadas complemento que se 
unen con los patogenos extracelulares, lo que precipita su des¬ 
truction. En una de las vias del complemento, un ensamble acti- 
vado de estas proteinas perfora la membrana plasmatica de una 
celula bacteriana, lo que conduce a la lisis y muerte celulares (fig. 
17-2 b). 

Las reacciones innatas contra los patogenos intracelulares, 
como los virus, se dirigen sobre todo contra celulas que ya estan 
infectadas. Las celulas infectadas con ciertos virus se reconocen 



FIGURA 17-4 Inmunidad innata. Micrografia electronica de barrido de una 
celula destructora natural unida con la celula bianco, en este caso es 
una celula maligna de eritroleucemia. Las celulas NK destruyen sus blancos 
mediante el mismo mecanismo descrito para los linfocitos T citotoxicos en 
la pagina 702. (Por cortesia de Giuseppe Arancia, Departamento de 
Ultraestructuras, Instituto Superiore di Sanita, Roma. Tomada 
de Blood Cells 17:165,1991.) 


por un tipo de linfocito inespecifico llamado celula destructora 
natural (NK). Como su nombre indica,las celulas NK producen 
la muerte de la celula infectada (fig. 17-2c). La celula NK induce 
a la celula infectada a dirigirse a la apoptosis (pag. 653). Las 
celulas NK tambien aniquilan ciertos tipos de celulas cancerosas 
in vitro (fig. 17-4) y es posible que representen un mecanismo 
para destruir tales celulas antes de formar un tumor. Las celulas 
normales (no infectadas y no malignas) tienen moleculas super- 
ficiales que las protegen del ataque de las celulas NK (vease fig. 
17-23). 

Otro tipo de respuesta antivirica innata se inicia dentro de 
la misma celula infectada. Las celulas infectadas por virus pro¬ 
ducen sustancias llamadas interferones tipo 1 (interferones alfa y 
beta) que se liberan al espacio extracelular, donde se unen a la 
superficie de celulas no infectadas que las vuelven resistentes a 
una infection posterior (fig. 17-2(7). Los interferones realizan 
esta tarea por varios medios, incluida la activation de una via 
de transduction de serial que conduce a la fosforilacion y des- 
activacion subsecuente del factor de traduction eIF2 (pag. 471). 
Las celulas que tuvieron esta respuesta no pueden sintetizar las 
proteinas viricas necesarias para la replication vinca. 

Los sistemas inmunitarios, innato y adaptativo no funcio- 
nan de manera independiente, sino que trabajan en conjunto 
para destruir a los invasores externos. Lo mas importante es que 
las mismas celulas fagociticas que activan una reaction innata 
inmediata son las encargadas de precipitar la reaction inmunita- 
ria adaptativa mas especifica y mucho mas lenta. 

Reacciones inmunitarias adaptativas 

A diferencia de las respuestas innatas, las reacciones inmuni¬ 
tarias adaptativas (o adquiridas) requieren un periodo durante 
el cual el sistema inmunitario se prepara para un ataque contra el 
agente extrano. Al contrario de las respuestas innatas, las adap- 
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tativas son muy especificas y pueden discriminar entre dos 
moleculas muy similares. Por ejemplo, la sangre de una persona 
que acaba de recuperarse del sarampion contiene anticuerpos que 
reaccionan contra el virus que causa el sarampion, pero no con 
un virus relacionado, como el que ocasiona la parotiditis. A dife- 
rencia del sistema innato, el adaptativo ademas tiene “memoria”, 
lo cual casi siempre significa que la persona no sufrira de nueva 
cuenta la infeccion por el mismo patogeno en su vida. 

En tanto que todos los animales tienen algun tipo de inmu- 
nidad innata contra microbios y parasitos, se sabe que solo los 
vertebrados establecen una reaction adaptativa. Hay dos gran- 
des categorias de inmunidad adaptativa: 

• Inmunidad humoral, que se establece mediante anticuer¬ 
pos (fig. 17-2 e,f). Los anticuerpos son proteinas sangui- 
neas globulares de la superfamilia de la inmunoglobulina 
(IgSF). 

• Inmunidad mediada por celulas, que realizan algunas celu- 
las (fig. 17-2 g). 

Ambos tipos de inmunidad adaptativa tienen la mediation de los 
linfocitos, que son leucocitos (globulos blancos) nucleados que 
circulan entre la sangre y los organos linfoides. La inmunidad 
humoral depende de linfocitos B (o celulas B) que, cuando se 
activan, se diferencian en celulas que secretan anticuerpos. Estos 
ultimos se dirigen sobre todo contra materiales ajenos que se 
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FIGURA 17-5 Viasde diferenciacion de una celula germinal hematopoyeti¬ 
ca pluripotencial de la medula osea. Una celula germinal hematopoyetica 
puede dar origen a dos celulas progenitoras diferentes: una celula progenito¬ 
ra mieloide que se diferencia en la mayoria de las celulas sanguineas diversas 
(p. ej., eritrocitos, basofilos y neutrofilos), macrofagos o celulas dendriticas, 
o una celula progenitora linfoide que puede diferenciarse en cualesquiera 
de los diversos tipos de linfocitos (celulas NK, celulas B o celulas T). Las 
precursoras de celulas T migran al timo, donde se diferencian en celulas T. 
En cambio, las celulas B se diferencian en la medula osea. 


situan fuera de las celulas del cuerpo. Tales materiales incluyen 
los componentes proteicos y polisacaridos de las paredes celu- 
lares bacterianas, toxinas bacterianas y proteinas de la cubierta 
vinca. En algunos casos, los anticuerpos pueden unirse con una 
toxina bacteriana o particula virica y previenen la entrada del 
agente en una celula hospedadora (fig. 17-2e). En otros casos, 
los anticuerpos funcionan como “colgajos moleculares” que se 
unen con un patogeno invasor y lo marcan para su destruction. 
En poco tiempo los fagocitos errabundos ingieren a las celulas 
bacterianas cubiertas con moleculas de anticuerpo (fig. 17-2 f) o 
las destruyen moleculas de complemento que se encuentran en 
la sangre. Los anticuerpos no son efectivos contra patogenos que 
se hallen dentro de las celulas y de ahi la necesidad de un segun- 
do tipo de sistema de armamento. La inmunidad mediada por 
celulas la realizan los linfocitos T (o celulas T) que al activarse 
pueden reconocer y destruir en forma especifica a una celula 
infectada (o ajena) (fig. 17-2 g). 

Las celulas B y T provienen del mismo tipo de celula pre- 
cursora (una celula hematopoyetica pluripotencial), pero se separan 
por vias distintas en diferentes organos linfoides. La figura 17-5 
presenta un resumen de las diversas vias de diferenciacion de la 
celula hematopoyetica pluripotencial. Los linfocitos B se dife¬ 
rencian en el higado fetal o la medula osea del adulto, mientras 
que los linfocitos T lo hacen en el timo, un organo localizado 
en el torax que alcanza su mayor tamano durante la infancia. 
A causa de estas diferencias, la inmunidad mediada por celulas 
y la humoral pueden disociarse en gran medida. Por ejemplo, 
es posible que los seres humanos sufran una rara enfermedad 
llamada agammaglobulinemia congenita en la que hay deficien- 
cia de anticuerpos humorales, pero la inmunidad mediada por 
celulas se conserva normal. 


REVISION 


1. Compare y analice las propiedades generales de las 
reacciones inmunitarias innatas y adaptativas. 

2. Mencione cuatro tipos de respuestas inmunitarias 
innatas. ^Cual seria la mas efectiva contra un patogeno 
dentro de una celula infectada? 


3. <;Que significan los terminos inmunidad “humoral” y 
“mediada por celulas”? 


17.2 LA TEQRIA DE LA SELECCION _ 

CLONAL APLICADA A LAS CELULAS B 

Si una persona se infecta con un virus o se expone a un 
material extrano, poco despues su sangre contiene una elevada 
concentration de anticuerpos capaces de reaccionar contra la 
sustancia extrana, que se conoce como antigeno. La mayoria de 
los antigenos consisten en proteinas o polisacaridos, pero los lipi- 
dos y los acidos nucleicos tambien pueden tener esta capacidad. 
^Como puede el cuerpo producir anticuerpos que reaccionan 
espetificamente contra un antigeno al cual se expuso el cuerpo? En 
otras palabras, ^de que manera un antigeno induce una reaction 
inmunitaria adaptativa? Durante muchos anos se penso que los 
antigenos instruian de alguna manera a los linfocitos para pro- 
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ducir anticuerpos complementarios. Se sugirio que un antigeno 
envolvia a una molecula de anticuerpo y la moldeaba hasta una 
forma capaz de combinarse con ese antigeno particular. En este 
modelo “instructive”, el linfocito solo obtiene su capacidad para 
producir un anticuerpo especifico despues de su contacto inicial 
con el antigeno. En 1955, Niels Jerne, un inmunologo danes, 
propuso un mecanismo muy diferente. Jerne sugirio que el cuer- 
po produce pequenas cantidades de anticuerpos con estructuras 
aleatorias en ausencia de cualquier antigeno. Como grupo, estos 
anticuerpos serian capaces de combinarse con cualquier tipo 
de antigeno al cual pudiera exponerse la persona algun dia. De 
acuerdo con el modelo de Jerne, cuando una persona se expo- 
ne a un antigeno, este se combina con un anticuerpo especifico, 
el cual de alguna manera conduce a la production posterior de 
esa molecula de anticuerpo particular. Por lo tanto, en el mode¬ 
lo de Jerne el antigeno selecciona los anticuerpos preexistentes 
capaces de unirse con el. En 1957, el inmunologo australiano F. 
MacFarlane Burnet extendio el concepto de selection antigeni- 
ca de los anticuerpos hasta un modelo completo de formation 
de anticuerpos. La teoria de seleccion clonal de Burnet gano 
pronto una gran aceptacion. La figura 17-6 muestra una revision 
de los pasos que ocurren durante la selection clonal de las celulas 
B. Mas adelante en el capitulo se presenta una description mas 
detallada de estos fenomenos. La selection clonal de las celulas 
T se describe en la section siguiente. Las principales caracteris- 
ticas de la selection clonal de las celulas B son las siguientes: 

1. Cada celula B se compromete para producir una especie de 
anticuerpo. Las celulas B surgen de una poblacion de celulas 
progenitoras no diferenciadas e indistinguibles. Conforme 
se diferencia, la celula B se compromete como resultado de 


reajustes en el DNA (vease fig. 17-16) para producir solo 
una especie de molecula de anticuerpo (fig. 17-6, paso 1). 
Hay miles de distintos reajustes de DNA posibles, por lo 
que las distintas celulas B producen diferentes moleculas de 
anticuerpo. En consecuencia, aunque las celulas B maduras 
parezean identicas al microscopio, pueden distinguirse por 
los anticuerpos que producen. 

2. Las celulas B se comprometen con laformacion de anticuerpo 
en ausencia de antigeno. Todo el repertorio de celulas produc- 
toras de anticuerpos que tendra una persona en toda su vida 
ya existe en los tejidos linfoides antes de la estimuladon por 
un antigeno y es independiente de la presencia de materiales 
extranos. Cada celula B presenta su anticuerpo particular en 
su superficie, con la portion que reacciona con el antigeno 
dirigida hacia afuera. Como resultado, la celula esta cubierta 
con receptores para antigenos que pueden unirse de manera 
especifica con antigenos con una estructura complementaria. 
Aunque la mayoria de las celulas linfoides nunca son necesa- 
rias durante la vida de un individuo, el sistema inmunitario 
esta preparado para responder de inmediato a cualquier anti¬ 
geno al que se exponga un sujeto. La presencia de celulas con 
distintos anticuerpos unidos con la membrana puede demos- 
trarse de manera experimental, como se muestra en la figura 
17-7. 

3. La produccion de anticuerpos sigue a la seleccion de las celulas 
Bpor el antigeno. En la mayoria de los casos, la activation de 
una celula B por un antigeno requiere la participation de las 
celulas T (se explica en las paginas 702 y 717). Sin embargo, 
unos cuantos antigenos, como los polisacaridos presentes en 
las paredes celulares bacterianas, activan a las celulas B por si 
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FIGURA 17-6 Seleccion clonal de las celulas B por un antigeno independiente del timo. Los pasos se describen en la figura y tambien en el texto. 
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mismos; los antigenos de este tipo se describen como anti- 
genos independientes del timo. Para simplificar la description, 
por ahora se limitara a un antigeno independiente del timo. 
Considerese que una persona se expusiera a Haemophilus 
influenzae tipo B, una bacteria encapsulada que puede oca- 
sionar meningitis fatal. La capsula de estas bacterias contiene 
un polisacarido que puede unirse con una fraction diminuta 
de las celulas B del cuerpo (fig. 17-6, paso 2). Las celulas B 
que se unen con el polisacarido contienen anticuerpos uni- 
dos con la membrana cuyo sitio de combination les permite 
interactuar de manera especifica con ese antigeno. De esta 


FIGURA 17-7 Demostracion experimental de que las diferentes celulas 
B contienen un anticuerpo diferente unido a la membrana y que estos 
anticuerpos se producen en ausencia de antigeno. En este experimento se 
prepararon celulas B a partir de un bazo de raton (paso 1). En el paso 2, las 
celulas esplenicas se pasan por una columna que contiene cuentas cubiertas 
con un antigeno (antigeno A) al cual el raton nunca se habia expuesto. Una 
diminuta fraccion de las celulas esplenicas se une con las cuentas, mientras 
que la gran mayoria pasa directamente por la columna (mostrado en el paso 
3). En el paso 4, las celulas esplenicas del experimento previo se pasan por 
una de dos columnas distintas: una tiene cuentas cubiertas con antigeno A 
o una con cuentas cubiertas con un antigeno no relacionado (antigeno B), 
al cual el raton nunca se habia expuesto. En el paso 4a, las celulas esplenicas 
valoradas son las que se unieron con las cuentas en el paso previo. Se observa 
que estas celulas se unen otra vez con cuentas cubiertas con antigeno A, pero 
no con las cubiertas con el antigeno B. En el paso 4b, las celulas esplenicas 
probadas son las que no se unen con las cuentas en el paso previo. Ninguna 
de estas celulas se une con cuentas cubiertas con antigeno A, pero una frac¬ 
cion diminuta se une con las cuentas cubiertas con antigeno B. 


forma, un antigeno selecciona a los linfocitos que producen 
anticuerpos capaces de interactuar con dicho antigeno. La 
union con el antigeno activa a la celula B e induce su pro¬ 
liferation (fig. 17-6, paso 3) para formar una poblacion (o 
don ) de linfocitos, los cuales producen el mismo anticuerpo. 
Algunas de estas celulas activadas se diferencian en celulas 
plasmaticas de vida corta que secretan grandes cantidades de 
moleculas de anticuerpo (fig. 17-6, paso 4). A diferencia 
de los precursores de celulas B (fig. l7-8«), las celulas plas¬ 
maticas tienen un reticulo endoplasmico rugoso extenso, 
caracteristico de las celulas especializadas en la sintesis y 
secretion de proteinas (fig. 17-8^). 

4. La memoria inmunologica proporciona inmunidad a largo 
plazo. No todos los linfocitos B que se activan por antigenos 
se diferencian en celulas plasmaticas secretoras de anticuer¬ 
pos. Algunos permanecen en los tejidos linfoides en la forma 
de celulas B de memoria (fig. 17-6, paso 5) que pueden res¬ 
ponder con rapidez en alguna fecha posterior si el antigeno 
aparece de nuevo en el cuerpo. Aunque las celulas plasmati¬ 
cas mueren despues que se elimina el estimulo antigenico, las 
celulas B de memoria persisten durante toda la vida de una 
persona. Cuando se estimulan con el mismo antigeno, algu¬ 
nas de las celulas B de memoria proliferan en poco tiempo 
para convertirse en celulas plasmaticas, con lo que se genera 
una reaccion inmunitaria secundaria en cuestion de horas, y no 
de dias, como se necesito para la respuesta original (vease fig. 
17-11). 

5. La tolerancia inmunologica previene la produccidn de anti¬ 
cuerpos contra si mismo. Como se explica mas adelante, los 
genes que codifican anticuerpos se generan mediante un 
proceso en el cual los segmentos de DNA se combinan en 
forma aleatoria. Como resultado, siempre se forman genes 
que codifican anticuerpos que pueden reaccionar con los pro- 
pios tejidos del cuerpo, lo cual daria lugar a la destruction 
histica diseminada con la enfermedad consecuente. Es obvio 
que el cuerpo debe prevenir la production de tales proteinas, 
llamadas autoanticuerpos, en interes de si mismo. Durante 
su desarrollo, muchas de las celulas B capaces de producir 
autoanticuerpos se destruyen o desactivan. Como efecto, el 
cuerpo desarrolla una tolerancia mmunologica hacia si mismo. 
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(a) 

FIGURA 17-8 Comparacion de la estructura de una celula B («) y una 
celula plasmatica (b). La celula plasmatica tiene un compartimiento cito- 
plasmico mucho mas grande que la celula B, con mas mitocondrias y un 
reticulo endoplasmico rugoso muy desarrollado. Estas caracteristicas refle- 


(b) 

jan la sintesis de grandes cantidades de moleculas de anticuerpo en la celula 
plasmatica. ( A , © Vu/David Phillips/Visuals Unlimited. B , © Vu/K. G. 
Murti/Visuals Unlimited.) 



Como se explica en la section Perspectiva humana de este 
capitulo, una falla en el estado de tolerancia puede conducir 
al desarrollo de enfermedades autoinmunitarias debilitantes. 

Varios principios de la teoria de selection clonal pueden 
ilustrarse con una breve consideration del tema de la vacuna¬ 
cion. 

Vacunacion 

Edward Jenner practico la medicina en la campina inglesa en 
una epoca en que la viruela era una de las enfermedades mas 
frecuentes y temidas. Con los anos, noto que las mujeres que 
atendian a las vacas no sufrian los embates de la enfermedad. 
Jenner concluyo que, de alguna manera, las lecheras eran “inmu- 
nes” a la viruela porque se infectaban a una edad temprana con 
vacuna, una enfermedad inocua que contraian de las vacas. 
La vacuna produce vesiculas que se parecen a las vesiculas llenas 
de pus de la viruela, pero las vesiculas de la vacuna eran locali- 
zadas y desaparecian sin causar nada mas que una cicatriz en el 
sitio de la infection. 

En 1796, Jenner realizo uno de los experimentos medicos 
mas famosos (y riesgosos) de todos los tiempos. Primero, infecto 
a un nino de ocho anos de edad con vacuna y le dio tiempo para 
recuperarse. Seis semanas mas tarde, Jenner infecto de mane¬ 
ra intentional al nino con viruela mediante la inyeccion de pus 
proveniente de una lesion variolosa justo bajo la piel del nino. El 
nino no mostro signos de la letal enfermedad. En unos cuantos 
anos, miles de personas se habian vuelto inmunes a la viruela 


mediante la infection intentional con vacuna. Este procedi- 
miento se llamo vacunacion, por el termino latino vacca. 

El experimento de Jenner tuvo exito porque la reaction 
inmunitaria generada contra el virus de la vacuna es efectiva 
contra el virus muy similar que produce la viruela. La mayo- 
ria de las vacunas modernas contienen patogenos atenuados, 
que son capaces de estimular la inmunidad, pero que se “inca- 
pacitaron” por medios geneticos para producir la enfermedad. 
La vacunacion contra la viruela de Jenner produce inmunidad 
mediante la estimulacion de las celulas T, que es el tema de la 
section siguiente. En la actualidad, la mayoria de las vacunas son 
de celulas B, como la empleada para combatir el tetanos. Este 
trastorno se debe a la infection con la bacteria anaerobia de la 
tierra Clostridium tetani, que puede entrar al cuerpo mediante 
una herida punzante. Mientras crecen, las bacterias producen una 
neurotoxina potente que bloquea la transmision por las sinapsis 
inhibidoras de las neuronas motoras, lo que induce una contrac¬ 
tion muscular sostenida y asfixia. A los dos meses de edad, casi 
todos los lactantes estan inmunizados contra el tetanos gracias a 
la inoculation con una version modificada e inocua de la toxi- 
na del tetanos (llamada toxoide). El toxoide tetanico se une a la 
superficie de las celulas B, cuyas moleculas de anticuerpo unidas 
a la membrana tienen un sitio de union complementario. Estas 
celulas B proliferan para formar un cion de celulas que produ¬ 
ce anticuerpos capaces de unirse con la toxina tetanica real. Tal 
respuesta initial se desvanece pronto, pero la persona conserva 
las celulas de memoria que responden con rapidez en caso que 
la persona adquiriera una infection por C. tetani mas adelante. 
A diferencia de la mayoria de las inmunizaciones, la inmuni- 
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dad contra la toxina tetanica no dura toda la vida y esa es la 
razon por la que las personas reciben refuerzos cada 10 anos. El 
refuerzo contiene la proteina toxoide y estimula la production 
de mas celulas de memoria. ^Que sucede si la persona sufre una 
herida con potential de ocasionar tetanos y no puede recordar si 
alguna vez le aplicaron un refuerzo? En estos casos, es probable 
que la persona reciba una minimization pasiva, que consiste en 
anticuerpos que pueden unirse con la toxina tetanica. La immu¬ 
nization pasiva solo es efectiva durante un periodo corto y no 
protege al receptor contra una infection posterior. 


REVISION 


1. Compare y analice los mecanismos instructivo y selectivo de 
la production de anticuerpos. 

2. ^Cuales son los principios basicos de la teoria de selection 
clonal? 

3. ^Que significa que una celula B se comprometa con la for¬ 
mation de anticuerpos?, ^como influye la presencia de un 
antigeno en este proceso?, ^que papel tiene un antigeno en la 
production de anticuerpos? 

4. ^Que significan los terminos “memoria inmunologica”y “to- 
lerancia inmunologica”? 

17.5 LINFOCITOS T: ACTIVACION _ 

Y MECANISMO DE ACCION 

Al igual que las celulas B, las celulas T estan sujetas a un 
proceso de selection clonal. Las celulas T poseen una proteina 
superficial llamada receptor de celula T, que les permite inter- 
actuar de manera espetifica con un antigeno particular. Al igual 
que las moleculas de anticuerpo que sirven como receptores en 
las celulas B, las proteinas que actuan como receptores de la 
celula T conforman una gran poblacion de moleculas con sitios 
de combination de diferentes formas. Del mismo modo que la 
celula B produce solo una especie de anticuerpo, cada celula T 
tiene solo una especie de receptor de celula T. Se estima que los 
adultos humanos alojan cerca de 10 12 celulas T que en conjun- 
to presentan mas de 10 7 receptores diferentes para antigenos. 

Sin embargo, con las celulas B que se activan por antigenos 
intactos y solubles, las celulas T se activan por fragmentos de 
antigenos que se presentan en la superficie de otras celulas 11a- 
madas celulas presentadoras de antigeno (APC). Considerese 
lo que sucederia si una celula hepatica o renal se infectara con un 
virus. La celula infectada presentaria porciones de las proteinas 
vincas en su superficie (vease fig. 17-22), lo que permitiria a la 
celula infectada unirse con una celula T con el receptor de celula 
T apropiado. Como resultado de esta presentation, el sistema 
inmunitario se alerta ante la entrada de un patogeno especifico. 
El proceso de presentation de antigeno se explica con detalle 
en el capitulo (pag. 713) y tambien es el tema de la section Vias 
experimentales. 

Aunque cualquier celula infectada puede servir como una 
APC para activar a las celulas T, ciertos tipos de APC “profe- 
sionales” se especializan en esta funcion. Las APC profesionales 
incluyen celulas dendriticas y macrofagos (fig. 17-9). La des¬ 
cription se enfoca en las celulas dendriticas (DC), que a menu- 


do se describen como los “centinelas” del sistema inmunitario. 
Las celulas dendriticas obtuvieron este titulo porque “montan 
guardia” en los tejidos perifericos del cuerpo, donde es probable 
que entren los patogenos (como la piel y las vias respiratorias). 
Las celulas dendriticas son muy propensas a iniciar una reaction 
inmunitaria adaptativa. 

Cuando se encuentran en los tejidos perifericos del cuerpo, 
las DC inmaduras reconocen e interiorizan microbios y otros 
materiales ajenos mediante fagocitosis. Una vez que la celula 
dendritica capta al microbio, debe procesarse antes de poder 



(b) 


FIGURA 17-9 Celulas presentadoras de antigeno profesionales (APC). 

Micrograffas electronicas de barrido coloreadas de un macrofago (a) y una 
celula dendritica ( b ). Las celulas dendriticas tienen forma irregular, con lar¬ 
gos procesos citoplasmicos que se parecen a las dendritas de una neurona y 
de ahi su nombre. ( A , tomada de A. Polliack/Photo Researchers, Inc. 
B , TOMADA DE DAVID ScHARF/PeTER ARNOLD, INC.) 
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presentar sus componentes a otra celula. Para el procesamiento 
de antlgenos es necesario que el material ingerido se fragmente 
por via enzimatica en el citoplasma y los fragmentos se muevan 
a la superficie celular (vease fig. 17-21). Las DC con el antigeno 
migran a los ganglios linfaticos cercanos, donde se diferencian 
en celulas presentadoras de antigeno maduras. Una vez en un 
ganglio linfatico, las DC entran en contacto con una gran 
reserva de celulas T, incluido un porcentaje diminuto cuyos 
receptores de celula T pueden unirse de manera especifica con el 
antigeno ajeno procesado, lo cual activa a la celula T. Tras acti¬ 
vate, la celula T prolifera para formar un cion de celulas T con 
el mismo receptor de celula T. Se estima que una sola celula T 
activada puede dividirse tres a cuatro veces al dia durante varios 
dias, lo que genera una enorme poblacion de celulas T capaces 
de interactuar con el antigeno extrano. La proliferation masi- 
va de linfocitos T especificos como respuesta a una infection 
se refleja muchas veces en el crecimiento de los ganglios lin¬ 
faticos locales. Una vez que se elimina el antigeno extrano, la 
gran mayoria de la poblacion extendida de celulas T muere por 
apoptosis y deja una poblacion relativamente pequena de celulas 
T de memoria, capaces de responder con rapidez en caso de un 
contacto futuro con el mismo patogeno. 

A diferencia de las celulas B que secretan anticuerpos, las 
celulas T realizan su funcion mediante interacciones directas con 
otras celulas, incluidas las celulas B, otras celulas T o celulas bian¬ 
co localizadas en todo el cuerpo. Esta interaction entre celulas 
puede conducir a la activation, desactivacion o muerte de la 
otra celula. Ademas del contacto directo, muchas interacciones 
de las celulas T tienen la mediation de mensajeros quimicos 
muy activos llamados citocinas, que actuan en concentra- 
ciones muy bajas. Las citocinas son pequenas proteinas produ- 
cidas por una gran variedad de celulas e incluyen interferones 
(IFN), interleucinas (IL) y factores de necrosis tumoral (TNF). 
Las citocinas se unen con receptores especificos en la superficie 
de una celula que responde, lo que genera una serial interna que 
altera la actividad de la celula. Como respuesta a una citocina, es 
posible que una celula se prepare para dividirse, se diferencie o 
secrete sus propias citocinas. Una familia de pequenas citocinas 
denominadas quimiocinas, actua sobre todo como quimioatrayen- 
tes que estimulan la migration de linfocitos al tejido inflamado. 
Los distintos tipos de linfocitos y fagocitos tienen receptores para 
distintas quimiocinas, de manera que sus patrones de migration 
pueden controlarse por separado. El cuadro 17-1 presenta una 
lista de algunas de las citocinas mejor estudiadas. 

En las celulas T pueden distinguirse dos subclases princi- 
pales segun sean las proteinas de su superficie y sus funciones 
biologicas. 

1 . Linfocitos T citotoxicos (CTL), que revisan a las celulas del 
cuerpo para reconocer anormalidades. En circunstancias 
comunes, las celulas sanas no sufren dano por los CTL, pero 
las celulas viejas o infectadas, y tal vez las celulas malignas, 
son atacadas y destruidas. Los CTL aniquilan celulas bianco 
porque las inducen hacia la apoptosis. Se han descubierto 
dos vias distintas para destruir celulas. En una, el CTL libera 
perforinas y granzimas al espacio entre las celulas. per fa¬ 

rinas son proteinas que se ensamblan dentro de la membrana 
de la celula bianco para formar canales transmembranosos. 
Las granzimas son enzimas proteoliticas que entran por los 
canales de perforina y activan a las caspasas, que son las enzi- 


Cuadro 17-1 


Citocina 

Fuente 

Funciones principales 

IL-1 

Divers as 

Induce inflamacion, estimula la 
proliferacion de celulas T H 

IL-2 

Celulas T h 

Estimula la proliferacion de 
celulas T y celulas B 

IL-4 

Celulas T 

Induce cambio de clase de IgM 
a IgG en las celulas B, 
suprime la action 
inflamatoria de citocinas 

IL-5 

Celulas T h 

Estimula la diferenciacion de 
celulas B 

IL-10 

Celulas T, 
macrofagos 

Inhibe la funcion de 
macrofagos, suprime la 
action inflamatoria de 
citocinas 

IFN-y 

Celulas T h , CTL 

Induce la expresion de MHC 
en las APC, activa celulas 

NK 

TNF-a 

Divers as 

Induce inflamacion, activa la 
production de oxido m'trico 
en los macrofagos 

GM-CSF 

Celulas T h , CTL 

Estimula el crecimiento y 
proliferation de granulocitos 
y macrofagos 


mas proteoliticas que inician la respuesta de apoptosis (pag. 
654). En la otra via, el CTL se une con un receptor en la 
superficie de la celula bianco, lo que activa una via de suicidio 
en la celula bianco similar a la de la figura 15-35. Al destruir 
a las celulas infectadas, los CTL eliminan virus, bacterias, 
levaduras, protozoarios y parasitos despues que ingresaron a 
las celulas hospedadoras y ya no son accesibles a los anti¬ 
cuerpos circulantes. Los CTL tienen una proteina superficial 
llamada CD8 (designation de cumulo 8) y se conocen como 
celulas CD8 + . 

2. Los linfocitos Tcolaboradores (celulas T H ) activan otras celu¬ 
las T. Se distinguen de los CTL por la presencia de la pro¬ 
teina CD4 en su superficie, en lugar de la CD8. 2 Las celulas 
T h se activan por efecto de celulas presentadoras de antigeno 
profesionales, como las celulas dendriticas y los macrofagos 
(fig. 17-10). Este es uno de los primeros y mas importantes 
pasos para iniciar una reaction inmunitaria adaptativa. Una 
vez activadas, las celulas T H regulan las respuestas inmu- 
nitarias siguientes mediante el reconocimiento y activation 
de otros linfocitos que son especificos para el mismo antige¬ 
no. Casi todas las celulas B requieren la ayuda de las celulas 
T h antes de poder madurar y diferenciarse en celulas plas- 
maticas productoras de anticuerpos. Las celulas B se activan 
por la interaction directa con una celula T H , como se muestra 
en la figura 17-10 (y con mas detalle en la figura 17-25). Por 


2 Hay dos clases principales de celulas T colabor adoras,T H l yT H 2, que pueden dis¬ 
tinguirse por las citocinas que secretan y su funcion basica. Las celulas T H 1 produ- 
cen IFN-y y protegen al cuerpo mediante la activacion de macrofagos para destruir 
bacterias intracelulares que pudieran alojar (pag. 318). Las celulas T H 2 producen 
IL-4 y protegen contra patogenos extracelulares mediante la activacion de las celulas 
B para que produzcan anticuerpos. Los dos tipos de celulas T H se diferencian a par- 
tir de un precursor comun despues de la estimulacion por distintas citocinas. 
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o 


Antigeno procesado 
dentro de macrofago 
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celula T (TCR) 



- A 8 
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Celula T 
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e IL-6 
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secreta anticuerpo 
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FIGURA 17-10 Esquema muy simplificado que muestra el papel de las celu- 
las T h en la formation de anticuerpos. En el paso 1, el macrofago interac¬ 
tua con el antigeno complejo. El antigeno se lleva al interior del macrofago 
y se divide en fragmentos, los cuales se presentan en la superficie celular. En 
el paso 2, el macrofago interactua con una celula T H cuyo TCR se une con 
uno de los fragmentos del antigeno presentados (la proteina de membrana 
verde es una molecula MHC, pag. 710). Esta interaction activa a la celula T. 
En el paso 3, la celula T H activada interactua con una celula B, cuyo receptor 
para antigeno esta unido con un antigeno soluble intacto. La activation de 
la celula B se estimula por citocinas (p. ej., IL-4, IL-5 e IL-6) liberadas 
por la celula T H hacia el espacio que la separa de la celula B adyacente. La 
interaction con la celula T H activa a la celula B, lo que induce la prolifera¬ 
tion de esta ultima (paso 4). La progenie de la celula B activada se diferencia 
en celulas plasmaticas que sintetizan anticuerpos que pueden unirse con el 
antigeno (paso 5). 


lo tanto, la formation de anticuerpos requiere la activation 
de celulas B y T capaces de interactuar de manera especffica 
con el mismo antigeno. La importancia de las celulas T H se 
torna evidente cuando se consideran los efectos devastadores 
que tiene el virus de inmunodeficiencia humana (VIH), el 
causante del sida. Las celulas T H son los principales blancos 
del VIH. La mayoria de las personas infectadas por este virus 
permanece libre de sintomas mientras su cuenta de celulas 
T h mantenga niveles relativamente altos, por arriba de 500 
celulas/pl (la cuenta normal es mayor de 1 000 celulas/|il). 
Una vez que la cifra cae por debajo de unas 200 celulas/|il, la 
persona desarrolla el sida completo y se vuelve susceptible al 
ataque de patogenos videos y celulares. 


3. Los linfocitos T reguladores (celulas TR eg ) son principalmente 
celulas inhibidoras que suprimen las actividades de otras celu¬ 
las inmunitarias. Se caracterizan por poseer marcadores de 
superficie CD4 + CD25 + ,y se piensa que tienen un cometido 
importante para limitar la infiamacion y mantener la auto- 
tolerancia inmunitaria. Las celulas TR eg realizan esta ultima 
actividad impidiendo que linfocitos T que portan receptores 
autorreactivos ataquen las celulas del propio organismo. Por 
otro lado, estas mismas celulas pueden ser daninas para la 
salud al impedir que el sistema inmunitario libre al cuerpo 
de celulas tumorales. Una enfermedad humana letal (IPEX), 
que se caracteriza por autoinmunidad grave en recien naci- 
dos, se debe a la mutation de un gen ( FOXP3 ) que es necesa- 
rio para la diferenciacion de las celulas TR eg . Los estudios con 
celulas TR eg han aportado la demostracion directa de que la 
homeostasis del sistema inmunitario requiere de un estrecho 
equilibrio entre influencias estimuladoras e inhibidoras. 


REVISION 


1. <;De que modo una celula infectada revela su condition 
a una celula T?, ^cual es la respuesta de la celula T? 

2. ^Que es una celula presentadora de antigeno?, ^que 
tipos de celulas pueden actuar como presentadoras de 
antigeno? 

3. Mencione las similitudes y diferencias entre las propie- 
dades y funciones de la celula T H y el linfocito T cito- 
toxico, y de las celulas T H y T Reg . 


17.4 ALGUNOS TEMAS SQBRE _ 

LAS BASES CELULARES 

Y MOLECULARES DE LA INMUNIDAD 

La estructura molecular de los anticuerpos 

Los anticuerpos son proteinas producidas por las celulas B y 
sus descendientes (celulas plasmaticas). Las celulas B incorpo- 
ran moleculas de anticuerpo en su membrana plasmatica, donde 
sirven como receptores de antigenos, mientras que las celulas 
plasmaticas secretan estas proteinas a la sangre u otros liquidos 
corporales, donde sirven como un arsenal molecular en la gue- 
rra del cuerpo contra los patogenos invasores. La interaction 
entre los anticuerpos sanguineos y los antigenos en la superficie 
de un virus o celula bacteriana puede neutralizar la capacidad 
del patogeno para infectar una celula hospedadora y facilitar la 
ingestion y destruction del patogeno por parte de los fagocitos 
moviles. El sistema inmunitario produce millones de distintas 
moleculas de anticuerpos que, en conjunto, pueden unirse con 
cualquier sustancia ajena a la que se exponga el cuerpo. Aunque 
el sistema inmunitario muestra una gran diversidad mediante 
los anticuerpos que produce, una sola molecula de anticuerpo 
puede interactuar con solo una o unas cuantas estructuras anti- 
genicas relacionadas. 

Los anticuerpos son proteinas globulares llamadas inmu- 
noglobulinas. Las inmunoglobulinas se forman con dos tipos de 
cadenas polipeptidicas, las cadenas pesadas mas grandes (masa 
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Cuadro 17-2 


Clases de inmunoglobulinas humanas 


Clase 

Cadena 

pesada 

Cadena 

ligera 

Masa 

molecular 

(kDa) 

Propiedades 

IgA 

a 

KO 1 

360-720 

Presente en lagrimas, moco nasal, leche materna, secreciones intestinales 

IgD 

6 

Kol 

160 

Presente en membranas plasmaticas de celulas B, funcion desconocida 

IgE 

e 

Kol 

190 

Se une con mastocitos, libera la histamina que causa las reacciones alergicas 

IgG 

Y 

K 0 X 

150 

Principales anticuerpos solubles sanguineos; cruza la placenta 

IgM 

B 

Kol 

950 

Presente en las membranas plasmaticas de las celulas B; media la reaccion inmunitaria 


inicial; activa complemento destructor de bacterias 


molecular de 50 000 a 70 000 daltones) y las cadenas ligeras mas 
pequenas (masa molecular de 23 000 daltones). Los dos tipos de 
cadenas se unen entre si en pares mediante enlaces disulfuro. 
Se han identificado cinco clases distintas de inmunoglobulinas 
(IgA, IgD, IgE, IgG e IgM). Las diferentes inmunoglobuli¬ 
nas aparecen en momentos diversos despues de la exposition 
a una sustancia extrana y tienen distintas funciones biologicas 
(cuadro 17-2). Las moleculas de IgM son los primeros anticuer- 
pos que secretan las celulas B despues de la estimulacion por un 
antigeno y aparecen en la sangre luego de un retraso de unos 
cuantos dias (fig. 17-11). Las moleculas de IgM poseen una vida 
media relativamente corta (unos cinco dias) y su aparicion va 
seguida de la secretion de moleculas de IgG e IgE con vida mas 
prolongada. Las moleculas de IgG son los anticuerpos que pre- 
dominan en la sangre y la linfa durante una respuesta secundaria 
a la mayoria de los antigenos (fig. 17-11). Las moleculas de IgE 
se producen en grandes cantidades como respuesta a muchas 
infecciones parasitarias. Las moleculas de IgE tambien tienen 
gran afinidad por la superficie de los mastocitos, lo que desen- 
cadena la liberation de histamina, la cual produce inflamacion 



FIGURA 17-11 Respuestas de anticuerpos primaria y secundaria. Una res- 
puesta primaria, que se induce por la exposition inicial al antigeno, conduce 
primero a la produccion de moleculas de anticuerpo IgM solubles, seguida 
de la produccion de moleculas de anticuerpo IgG solubles. La aparicion de 
anticuerpos en la sangre tiene un retraso de varios dias. Cuando el antigeno 
se introduce de nueva cuenta mas adelante, se inicia una respuesta secun¬ 
daria. En comparacion con la reaccion primaria, la secundaria comienza 
con la produccion de moleculas de IgG (ademas de IgM), alcanza un nivel 
sanguineo de anticuerpos mucho mas alto y ocurre casi sin demora. 


y sintomas de alergia. La IgA es el anticuerpo predominante 
en las vias respiratorias, digestivas y urogenitales. La funcion de 
IgD aun no se conoce. 

Existen dos tipos de cadenas ligeras, las cadenas kappa (k) 
y las lambda (X), ambas presentes en las inmunoglobulinas de 
las cinco clases. En cambio, cada clase de inmunoglobulina tiene 
una cadena pesada unica que define a la clase (cuadro 17-2). 3 
La description se enfoca sobre todo en la estructura de las IgG. 
Una molecula de IgG esta formada por dos cadenas ligeras y 
dos cadenas pesadas identicas dispuestas en una molecula con 
forma de Y, como se muestra en la figura 17-1 2a y se describe 
a continuation. 

Para conocer la base de la especificidad de los anticuerpos, 
primero fue necesario identificar la secuencia de aminoacidos 
de varios anticuerpos espedficos. En condiciones normales, el 
primer paso de la identification de la secuencia de aminoaci- 
dos consiste en purificar la proteina particular a estudiar. Sin 
embargo, en condiciones normales es imposible obtener una 
preparation purificada de un anticuerpo especifico de la sangre 
porque cada persona produce una gran cantidad de moleculas de 
anticuerpos distintos con estructuras demasiado similares para 
separarse unas de otras. El problema se resolvio cuando se des- 
cubrio que la sangre de pacientes que sufren un tipo de cancer 
linfoide llamado mieloma multiple contenia elevadas cifras de 
una sola molecula de anticuerpo. 

Como se describe en el capitulo 16, el cancer es una enfer- 
medad monoclonal, esto es, que las celulas de un tumor provie- 
nen de la proliferation de una sola celula anormal. Puesto que, 
en condiciones normales, un linfocito solo produce una especie 
unica de anticuerpo, un paciente con mieloma multiple libera 
grandes cantidades del anticuerpo especifico que sintetiza la 
celula particular que se torno maligna. Un sujeto genera una 
especie muy abundante de anticuerpo y otros individuos anti¬ 
cuerpos diferentes. Como resultado, los investigadores pudieron 
purificar cantidades considerables de varios anticuerpos a par- 
tir de muchos pacientes y comparar su secuencia de aminoaci- 
dos. Pronto se revelo un patron importante. Se encontro que 
la mitad de cada cadena ligera kappa (110 aminoacidos en el 
extremo amino del polipeptido) era una secuencia de aminoaci- 
dos constante en todas las cadenas kappa, mientras que la otra 


3 En realidad, los seres humanos producen cuatro cadenas pesadas relacionadas como 
parte de sus moleculas de IgG (forman IgGl, IgG2, IgG3 e IgG4) y dos cadenas 
pesadas relacionadas como parte de sus moleculas de IgA (forman IgAl e IgA2) 
(vease fig. 17-17). Estas diferencias no se mencionan en la explication siguiente. 
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mitad variaba de un paciente a otro. Una comparacion similar 
de secuencias de aminoacidos de muchas cadenas lambda de 
distintos pacientes revelo que tambien tienen una seccion con 
secuencia constante y otra cuya secuencia varia de una inmu- 
noglobulina a otra. Las cadenas pesadas de la IgG purificada 



Fragmentos Fab 



Cadena 

pesada 

Cadena 

ligera 


FIGURA 17-12 Estructura de un anticuerpo. a) Modelo de una molecula de 
IgG. La molecula contiene cuatro cadenas de polipeptido: dos cadenas lige- 
ras identicas y dos cadenas pesadas identicas. Una de las cadenas pesadas se 
muestra en azul, la otra en amarillo, mientras que ambas cadenas ligeras 
se presentan en rojo. Los dominios de cada cadena (dos por cada cadena 
ligera y cuatro por cada pesada) son evidentes. b ) Modelo esquematico que 
muestra la estructura del dominio de una molecula de IgG. La estructura 
terciaria de cada dominio de Ig se mantiene por un enlace disulfuro. Los 
dominios que comprenden una region constante de la cadena polipeptfdica 
se indican con la letra C; los dominios que tienen una region variable se 
senalan con la letra V. Cada cadena pesada contiene tres regiones C H (C H 1, 
C h 2, C h 3) y una region V H en el extremo N del polipeptido. Cada cadena 
ligera posee una region C L y una V L en su extremo N. Las regiones varia¬ 
bles de cada cadena ligera y pesada forman un sitio para combinacion con 
antfgeno. Cada molecula de IgG con forma de Y contiene dos sitios para 
combinacion con antfgeno. Cada molecula de IgG puede fragmentarse con 
un tratamiento proteolftico ligero en dos fragmentos Fab que contienen 
sitios para combinacion con antfgeno y un fragmento Fc, como se indica. 
( A , por cortesia de Alexander McPherson.) 


tambien poseen una portion variable (V) y otra constante (C). 
La figura 17-12$ presenta un esquema de la estructura de estas 
moleculas de IgG. 

Se observo ademas que, mientras que cerca de la mitad de 
cada cadena ligera consiste en una region variable (V L ), solo un 
cuarto de cada cadena pesada es variable (V H ) entre los distintos 
pacientes; los tres cuartos restantes de la cadena pesada (C H ) son 
constantes en todas las IgG. La porcion constante de la cade¬ 
na pesada puede dividirse en tres secciones de longitud similar 
que son homologas entre si. Estas unidades homologas de Ig se 
designan ChI, Ch 2 y Ch 3 en la figura 17-12$. A1 parecer, las 
tres secciones de la parte C de la cadena pesada de la IgG (asi 
como las de las cadenas pesadas de las otras clases de Ig y las 
porciones C de las cadenas ligera kappa y lambda) surgieron 
durante la evolucion por duplication de un gen ancestral que 
codificabauna unidad de Ig de unos 110 aminoacidos. Tambien 
se cree que las regiones variables ( Vh o Vl) surgieron durante la 
evolution a partir de la misma unidad de Ig ancestral. El analisis 
estructural indica que cada una de las unidades Ig homologas 
de una cadena pesada o una ligera se pliega de manera indepen- 
diente para formar un dominio compacto que se mantiene uni- 
do mediante un enlace disulfuro (fig. 17-13). En una molecula 
intacta de IgG, cada dominio de la cadena ligera se relaciona con 
un dominio de la cadena pesada como se muestra en la figura 
17-12a, $. El analisis genetico indica que cada dominio se codi- 
fica en su propio exon. 

La especificidad de un anticuerpo depende de los amino- 
acidos de los sitios que se combinan con el antigeno en los extre- 
mos de cada brazo de la molecula de anticuerpo con forma de Y 
(fig. 17-12). Los dos sitios de combination de una sola molecula 
de IgG son identicos y cada uno se forma por la relation de la 
portion variable de una cadena ligera con la section variable de 
una cadena pesada (fig. 17-12). El ensamble de anticuerpos con 
distintas combinaciones de cadenas ligeras y pesadas permite 
que una persona produzca una notoria variedad de anticuerpos a 



Dominio C L Dominio V L 


FIGURA 17-13 Dominios de anticuerpos. Dibujo esquematico de una cade- 
na ligera lambda sintetizada por celulas de un paciente con mieloma multi¬ 
ple. El polipeptido se pliega para que las porciones constantes y variables se 
presenten en dominios separados. Las flechas gruesas representan cadenas 
beta, que se ensamblan en hojas beta. Cada dominio tiene dos hojas beta, 
las cuales se distinguen por los colores rojo y naranja. Los tres segmentos 
hipervariables (Hv) de la cadena se presentan como asas en un extremo del 
dominio variable, que forma parte del sitio para combinacion con antfgeno 
del anticuerpo. (Tomada de M. Schiffer et al., Biochemistry 12:4628, 
1973; © 1973, American Chemical Society.) 
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FIGURA 17-14 Interaccionantigeno-anticuerpo. Mo- 

delo espacial basado en la cristalograffa con rayos X de 
un complejo entre lisozima (verde) y la portion Fab 
de una molecula de anticuerpo (vease fig. 17-12). La 
cadena pesada del anticuerpo es azul; la cadena ligera 
es amarilla. Un residuo de glutamina de la lisozima 
esta en rojo. (Reimpresa con autorizacion de A. 
G. Amit, R. A. Mariuzza, S. E. V. Phillips y R. J. 
Poljak, Science 233:749,1986; © 1986, American 
Association for the Advancement of Science.) 


partir de una cantidad modesta de polipeptidos diferentes (pag. 
708). 

Una mirada mas cercana a los polipeptidos de las inmu- 
noglobulinas revela que las porciones variables de las cadenas 
pesadas y ligeras contienen subregiones que son muy variables, o 
hipervariables, de un anticuerpo a otro (marcadas como Hv en la 
figura 17-13). Las cadenas ligeras y pesadas contienen los seg- 
mentos hipervariables que se aglomeran en los extremos de cada 
brazo de la molecula de anticuerpo. Como pudiera esperarse, las 
regiones hipervariables tienen un papel importante en la forma- 
cion de la estructura del sitio para combinacion con antigeno, 
el cual varia desde una hendidura profunda hasta una hendidu- 
ra angosta o un saco relativamente piano. Las variaciones de la 
secuencia de aminoacidos de las regiones hipervariables explican 
la gran diversidad de la especificidad de los anticuerpos, lo que 
permite a estas moleculas unirse con antigenos de todas las for¬ 
mas concebibles. 

El sitio de combinacion de un anticuerpo tiene una estruc¬ 
tura estereoquimica complementaria con una porcion particular 
del antigeno, llamado epitopo (o determinate antigenico). A 
causa de su ajuste preciso, los anticuerpos y los antigenos for- 
man complejos estables, aunque se unen solo mediante fiierzas 
covalentes que son muy debiles si se los considera en forma indi¬ 
vidual. La figura 17-14 muestra la interaccion exacta entre un 
antigeno particular y un anticuerpo demostrada por cristalogra- 
fia con rayos X. Las dos regiones de bisagra dentro de la mole¬ 
cula (fig. 17-12) proporcionan la flexibilidad necesaria para que 
el anticuerpo se una con dos moleculas de antigeno separadas o 
con una sola molecula con dos epitopos identicos. 

En tanto que las porciones hipervariables de las cadenas 
ligeras y pesadas determinan la especificidad del sitio de combi¬ 
nacion de un anticuerpo, las porciones restantes de los dominios 
variables suministran un andamiaje que mantiene la estructura 
general del sitio de combinacion. Las porciones constantes de 
las moleculas de anticuerpo tambien son relevantes. Las dife¬ 
rentes clases de anticuerpos (IgA, IgD, IgE, IgG e IgM) tienen 
cadenas pesadas distintas cuyas regiones constantes difieren en 
notable proportion en longitud y secuencia. Estas diferencias 
permiten a los anticuerpos de varias clases realizar distintas fun- 
ciones biologicas (efectoras). Por ejemplo, las cadenas pesadas 
de una molecula de IgM se unen y activan a una de las pro- 


teinas del sistema del complemento, lo cual conduce a la lisis 
de las celulas bacterianas con las que se unen las moleculas de 
IgM. Las cadenas pesadas de las moleculas IgE tienen un papel 
importante en las reacciones alergicas porque se unen con recep- 
tores espedficos en las superficies de los mastocitos, lo que ini- 
cia la liberation de histamina. En cambio, las cadenas pesadas 
de una molecula de IgG se unen de manera especifica con los 
receptores de superficie de los macrofagos y neutrofilos, lo que 
induce a estas celulas fagociticas a ingerir la particula a la cual 
estan unidos los anticuerpos. Las cadenas pesadas de las mole¬ 
culas de IgG tambien son importantes para permitir que esta 
clase de anticuerpo pase de los vasos sanguineos de una madre 
a los de su feto durante el embarazo. Aunque esto proporciona 
al feto y al recien nacido inmunidad pasiva contra organismos 
infecciosos, tambien puede precipitar un trastorno que pone en 
riesgo la vida y se llama eritroblastosis fetal. Para que ocurra este 
trastorno, una madre Rh" debe haber dado a luz a un hijo con 
fenotipo Rh + (genotipo Rh + /Rh~ ) en un embarazo previo. Por 
lo general, la madre se expone al antigeno fetal Rh + durante 
el parto del primer hijo, el cual no se afecta. Sin embargo, si la 
madre tuviera un segundo embarazo Rh + , los anticuerpos pre- 
sentes en su corriente sanguinea pueden entrar a la circulation 
fetal y destruir los eritrocitos del feto. Los lactantes que nacen 
con este problema se someten a transfusion sanguinea, lo cual 
elimina los anticuerpos maternos de la sangre. 

Reajuste de DNA de los genes que codifican 
los receptores de antigeno de las celulas B y T 

Como ya se explico, cada molecula de IgG esta formada por dos 
cadenas ligeras (L) y dos pesadas (H). Ambos tipos de polipep¬ 
tidos consisten en dos partes reconocibles, una portion variable 
(V) cuya secuencia de aminoacidos difiere de una especie de 
anticuerpo a otra, y una portion constante (C), cuya secuencia 
de aminoacidos es identica en todas las cadenas H o L de la 
misma clase. ^Cual es la base genetica para la sintesis de poli¬ 
peptidos con una combination de secuencias de aminoacidos 
compartidas y unicas? 

En 1965, William Dreyer del California Institute of 
Technology y J. Claude Bennett de la Alabama University pre- 
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FIGURA 17-15 Demostracion experimental de que los genes que codifican 
las cadenas ligeras de anticuerpo se forman por recombinacion de DNA. 

Primero, se extrae DNA de celulas embrionarias o celulas cancerosas pro- 
ductoras de anticuerpos y se fragmenta con una endonucleasa de restriccion 
(paso 1) que divide ambas cadenas del DNA en una secuencia especifica. 
Los fragmentos de DNA de las dos preparaciones se fraccionan por sepa- 
rado mediante electroforesis en gel; se preparan dos geles identicos de cada 
muestra de DNA (paso 2). Despues de la electroforesis, cada gel se incuba 
con una sonda marcada que contiene la secuencia genetica variable (V) o 
constante (C) (paso 3). La localization del DNA marcado unido en el gel se 
re vela por autorradiografia y se muestra en la parte inferior de la figura. En 
tanto las secuencias geneticas V y C se localizan en fragmentos separados en 
el DNA de celulas embrionarias, las dos secuencias se localizan en el mismo 
fragmento pequeno de DNA en las celulas productoras de anticuerpo. Las 
secuencias geneticas V y C se unen durante el desarrollo de las celulas B por 
un proceso de recombinacion de DNA. 


sentaron la hipotesis de “dos genes-un polipeptido” para expli- 
car la estructura del anticuerpo. En esencia, Dreyer y Bennett 
propusieron que cada cadena de anticuerpo esta codificada por 
dos genes separados, un gen C y otro V, que de alguna manera 
se combinan para formar un “gen” continuo que codifica una 
sola cadena ligera o pesada. En 1976, Susumu Tonegawa que 
trabajaba en un instituto de investigation en Basilea, Suiza, pro- 
porciono evidencia clara en favor de la hipotesis del reajuste del 
DNA. El esbozo basico del experimento se muestra en la figura 
17-15. En este experimento, Tonegawa y sus colegas compa- 
raron la longitud del DNA entre las secuencias de nucleotidos 
que codifican las porciones C y V de una cadena especifica de 
anticuerpo en dos tipos distintos de celulas de raton: celulas 
embrionarias tempranas y celulas de mieloma maligno produc¬ 
toras de anticuerpo. Los segmentos de DNA que codificaban las 
porciones C y V del anticuerpo se separaron en notorio grado en 
el DNA embrionario, pero se mantuvieron muy cercanas entre 
si en el DNA obtenido de las celulas del mieloma productoras 
de anticuerpo (fig. 17-15). Estos hallazgos sugirieron que los 
segmentos de DNA que codifican las partes de las moleculas de 
anticuerpos se reajustaban durante la formation de las celulas 
productoras de anticuerpos. 

Investigaciones posteriores revelaron el reajuste preciso de 
las secuencias de DNA que dan origen a los genes de anticuer¬ 
pos. Para simplificar la explication, se consideran solo las secuen- 
cias de DNA que intervienen en la formation de las cadenas 
ligeras kappa humanas, que se localizan en el cromosoma 2. La 
organization de las secuencias en el DNA de la linea germinal 
(esto es, el DNA de un espermatozoide o un ovulo) que par- 
ticipan en la formation de las cadenas ligeras kappa humanas 
se muestra en la linea superior (paso 1) de la figura 17-16. En 
este caso, varios genes V K diferentes se localizan en una serie 
lineal y estan separados de un solo gen C K por cierta distancia. 
El analisis de secuencia de nucleotidos de estos genes V indico 
que son mas cortos de lo necesario para codificar la region V de 
la cadena ligera kappa. La razon quedo clara cuando se identi¬ 
fied la secuencia de otros segmentos de la region. El segmento 
de nucleotidos que codifica los 13 aminoacidos en el extremo 
carboxilo de una region V se localiza a cierta distancia del resto 
de la secuencia del gen V . Esta pequena portion que codifica el 
extremo carboxilo de la region V se denomina segmento J. Como 
se muestra en la figura 17-16, hay cinco segmentos J K distintos 
de secuencia de nucleotidos relacionada dispuestos uno despues 
del otro. El cumulo de segmentos J K esta separado del gen C K 
por un segmento adicional de mas de 2 000 nucleotidos. Como 
se ilustra en la figura 17-16 (pasos 2 a 3), un gen V K completo 
se forma cuando un gen V K especifico se une con uno de los 
segmentos J K y se corta el DNA intermedio. Este proceso lo 
cataliza un complejo proteico llamado recombinasa V(D)J. Como 
se indica en la figura 17-16, la secuencia del gen V K generada por 
este reajuste de DNA aun esta separada del gen C K por mas de 
2 000 nucleotidos. No ocurre un nuevo reajuste del DNA en el 
ensamble del gen kappa antes de la transcription; toda la region 
genetica se transcribe en una gran transcription primaria (paso 
4) de la cual se cortan los intrones mediante division de RNA 
(paso 5). 

El reajuste comienza cuando se trazan cortes en la cadena 
doble en el DNA entre un gen V y uno J. Los cortes se catalizan 
por un par de proteinas llamadas RAG1 y RAG2 que son parte 
de la recombinasa V(D)J. A continuation, los cuatro extremos 
fibres que se producen se unen de tal forma que los segmentos 
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FIGURA 17-16 Recombinaciones de DNA que conducen a la formation de 
un gen funcional que codifica una cadena kappa de inmunoglobulina. 

La organization de las secuencias de DNA variable (V), de union (J) y 
constante (C) dentro del genoma se muestra en el paso 1. Los pasos que 
conducen a la sintesis del mRNA maduro que codifica el polipeptido de la 
cadena kappa se describe en el texto. La union aleatoria de un segmento V 
y uno J (pasos 2 y 3) determina la secuencia de aminoacidos del polipeptido. 
El espacio entre los segmentos J y C “elegidos” (el C puede contener uno o 
mas segmentos J, como se muestra en la figura) permanece como un intron 
en el gen. La portion del transcrito primario (paso 4) que corresponde a este 
intron se elimina durante el procesamiento del RNA (paso 5). 


codificadores V y J se unen para formar un exon que codifica la 
region variable de la cadena polipeptidica, mientras que los dos 
extremos del DNA intermedio se unen para crear una peque- 
na pieza circular de DNA que se desplaza del cromosoma (fig. 
17-16, paso 3). La union de los extremos rotos de DNA se reali- 
za por el mismo proceso basico empleado para reparar las rotu- 
ras en la cadena de DNA como se mostro en la figura 13-29. 

El reajuste de las secuencias de DNA para Ig tiene nota¬ 
bles consecuencias para el linfocito. Una vez que la secuencia 
V K especifica se une con una secuencia J K especifica, esa celula 
no puede sintetizar ninguna otra especie de cadena kappa. Se 
estima que el DNA de las celulas germinales humanas contiene 
cerca de 40 genes V K funcionales. Por lo tanto, si se asume que 
cualquier secuencia V puede unirse con cualquier secuencia J, se 
espera que una persona pueda sintetizar cerca de 200 cadenas 
kappa diferentes (cinco segmentos J K x 40 genes V K ). Sin embar¬ 
go, esta no es la unica fuente de diversidad entre estos polipepti- 


dos. El sitio en el cual se une una secuencia J con una secuencia 
V puede variar un poco de un reajuste a otro, de manera que 
los mismos genes V K y J K pueden unirse en dos celulas diferen¬ 
tes para producir cadenas ligeras kappa con distintas secuencias 
de aminoacidos. Se obtiene aun mas variabilidad por la enzima 
transferasa de desoxinucleotidilo, que inserta nucleotidos en los 
sitios de rotura de la cadena. Estas fuentes de variabilidad adi- 
cional incrementan la diversidad de las cadenas kappa 10 veces 
mas, lo que eleva el numero por lo menos a 2 000 especies. El 
sitio en el que se unen las secuencias Vy J es parte de una de las 
regiones hipervariables de cada polipeptido del anticuerpo (fig. 
17-13). Por lo tanto, las diferencias ligeras en un sitio de union 
pueden tener efectos considerables en la interaction anticuerpo- 
antigeno. 

La discusion se ha limitado a las cadenas ligeras kappa por 
razones de sencillez. Se producen tipos similares de reajustes del 
DNA durante el compromiso de una celula con la sintesis de 
una cadena ligera lambda particular y una cadena pesada espe¬ 
cifica. Mientras que las regiones variables de las cadenas ligeras 
se forman con dos segmentos distintos (segmentos V y J), las 
regiones variables de las cadenas pesadas se forman con tres seg¬ 
mentos diferentes (segmentos V, D y J) por reajustes similares. 
El genoma humano contiene 51 segmentos V H , 25 segmentos 
D h y seis segmentos Jh funcionales. Dada la diversidad adicional 
que deriva de la variabilidad de la union Vh-Dh y Dh-Jh> una 
persona puede sintetizar por lo menos 100 000 cadenas pesa¬ 
das. Los receptores de antigeno de las celulas T (TCR) tambien 
consisten en un tipo de cadena pesada y ligera, cuyas regiones 
variables se forman por un proceso similar de recombination 
del DNA. 

La formation de genes de anticuerpos mediante la recom¬ 
bination de DNA ilustra el potential del genoma para parti- 
cipar en actividades dinamicas. A causa de este mecanismo de 
recombination, unas cuantas secuencias de DNA presentes en 
la linea germinal pueden dar origen a una diversidad notable de 
productos genicos. Como se explico antes, una persona sintetiza 
cerca de 2 000 especies diferentes de cadenas ligeras kappa y 
100 000 especies distintas de cadenas pesadas. Si cualquier 
cadena ligera kappa puede combinarse con cualquiera pesada, 
una persona puede producir en teoria mas de 200 millones de 
especies de anticuerpos distintos a partir de unos cuantos cien- 
tos de elementos geneticos presentes en la linea germinal. 4 

Ya se describio como surge la diversidad de anticuerpos de 
a) la presencia de multiples exones V, J y D en el DNA de la 
linea germinal; b) la variabilidad de la union V-J y V-D-J, y c) 
la insertion enzimatica de nucleotidos. Un mecanismo adicio- 
nal para generar la diversidad de anticuerpos, conocida como 
hipermutacion somatica, ocurre mucho despues que se completa 
la recombination del DNA. Cuando se reintroduce un antigeno 
especifico en un animal despues de cierto periodo, los anticuer¬ 
pos producidos durante la respuesta secundaria tienen mucha 
mayor afinidad por el antigeno que los producidos durante la 
respuesta primaria. El aumento de afinidad se debe a pequenos 
cambios en la secuencia de aminoacidos de las regiones variables 
de las cadenas ligeras y pesadas del anticuerpo. Estos cambios en 
la secuencia se deben a mutaciones en los genes que codifican 
estos polipeptidos. Se estima que los elementos recombinados 


4 Tambien puede generarse una cantidad mas o menos comparable de anticuerpos 
que contienen cadenas ligeras lambda. 
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FIGURA17-17 Disposiciondelos genes C para las diversas cadenas pesadas 
humanas. En las personas, las cadenas pesadas de IgM, IgD e IgE se codi- 
fican en un solo gen, mientras que las de IgG lo hacen en cuatro genes dife- 
rentes y las de IgA en dos genes distintos (vease nota a pie de pagina 704). 


del DNA que codifican las regiones V de los anticuerpos tie- 
nen un indice de mutacion 1(P veces mayor que el de otros loci 
geneticos en la misma celula. El mecanismo que produce esta 
frecuencia tan alta de mutacion en la region V ha sido el centra 
de varios estudios interesantes en los ultimos anos. Este meca¬ 
nismo incluye: a) una enzima, la desaminasa de citosina (AID), 
que convierte los residuos de citosina del DNA en residuos de 
uracilo, y b) una o mas polimerasas de DNA translesion (pag. 
567) que tienden a cometer errores cuando se copia o repara el 
DNA que contiene uracilos. Las personas que portan mutacio- 
nes en la AID y son incapaces de generar hipermutacion soma- 
tica se ven agobiadas por las infecciones y a menudo mueren a 
edad temprana. 

Las celulas B cuyos genes producen moleculas de Ig con 
mayor afinidad antigenica se seleccionan de manera preferencial 
despues de una nueva exposition al antigeno. Algunas celulas 
proliferan para formar clones que se someten a rondas adiciona- 
les de mutation somatica y selection, mientras que las celulas no 
seleccionadas que expresan inmunoglobulinas de baja afinidad 
sufren apoptosis. De esta manera, la respuesta de anticuerpos 
a las infecciones recurrentes o cronicas mejora mucho con el 
tiempo. 

Una vez que una celula se compromete a formar un anti- 
cuerpo especifico, puede cambiar la clase de Ig que produce (p. 
ej., de IgM a IgG) mediante el cambio de la cadena pesada pro- 
ducida en la celula. Este proceso, conocido como cambio de clase, 
ocurre sin modificar el sitio de combination de los anticuerpos 
sintetizados. Hay que recordar que hay cinco tipos diferentes de 
cadenas pesadas que se distinguen por sus regiones constantes. 
Los genes que codifican las regiones constantes de las cadenas 
pesadas (porciones Ch) se aglomeran en un complejo, como se 
muestra en la figura 17-17. El cambio de clase se logra mediante 
el movimiento de un gen Ch diferente siguiente al gen VDJ 
que se habia formado antes por la recombination de DNA. El 
cambio de clase esta bajo la direction de citocinas secretadas 
por las celulas T colaboradoras durante su interaction con la 
celula B que produce la molecula de anticuerpo. Por ejemplo, 
una celula T colaboradora que secreta IFN-Y induce un cambio 
en la celula B adyacente, de la sintesis de IgM a la sintesis de una 
de las clases de IgG. El cambio de clase permite que un linaje de 
celulas B continue la production de anticuerpos con la misma 
especificidad, pero con funciones efectoras distintas (pag. 706). 

Complejos antfgeno-receptor unidos 
a la membrana 

El reconocimiento del antigeno por los linfocitos B y T ocurre 
en la superficie celular. Un receptor antigenico en una celula B 
(un receptor de celula B, o BCR) consiste en una inmunoglo- 
bulina unida a la membrana que se une en forma selectiva con 



FIGURA 17-18 Estructura de los receptores para antigeno de las celulas B 

yT. a ) El BCR de una celula B es una version unida con la membrana de 
una inmunoglobulina relacionada con un par de cadenas a no variables y 
un par de cadenas (3 no variables. Las cadenas a y [3 tambien son miembros 
de la superfamilia Ig. ti) El TCR de una celula T consiste en una cadena 
polipeptfdica a y [3 unida entre si por un puente disulfuro. Cada polipeptido 
contiene un dominio variable que forma el sitio de union con antigeno y un 
dominio constante. El TCR se relaciona con seis polipeptidos invariables 
mas de la proteina CD3, como se indica en la ilustracion. (Una pequena 
fraccion de las celulas T posee un tipo diferente de TCR consistente en una 
subunidad y y una 8. Estas celulas no se limitan al reconocimiento de los 
complejos MHC-peptido y su funcion aun no se conoce.) 


una portion de un antigeno intacto (es decir, el epitopo) (fig. 
17-18«). En cambio, el receptor antigenico en una celula T (un 
receptor de celula T o TCR, fig. 17-18A) reconoce y se une con 
un pequeno fragmento de un antigeno, casi siempre un peptido 
de unos siete a 25 aminoacidos de largo, que se mantiene en la 
superficie de otra celula (descrita mas adelante). Ambos tipos de 
receptores para antigenos son parte de grandes complejos 
de proteina unidos a la membrana que incluyen proteinas inva¬ 
riables, como se muestra en la figura 17-18. Los polipeptidos 
invariables relacionados con los BCR y TCR tienen un papel 
clave en la transmision de senales hacia el interior que inducen 
cambios en la actividad de las celulas B o T. 

Cada subunidad de un TCR contiene dos dominios simila- 
res a Ig, lo que indica que comparten un ancestro comun con los 
BCR. Al igual que las cadenas pesadas y las ligeras de las inmu¬ 
noglobulinas, uno de los dominios similares a Ig de cada subuni¬ 
dad de un TCR tiene una secuencia de aminoacidos variable; el 
otro dominio tiene una secuencia constante de aminoacidos (fig. 
17-18). Los estudios con cristalografia de rayos X mostraron 
que los dos tipos de receptores para antigenos tambien compar¬ 
ten una forma tridimensional similar. 

El complejo mayor de histocompatibilidad 

Durante la primera parte del siglo xx, los investigadores clinicos 
descubrieron que la sangre podia transfundirse de una persona a 
otra, siempre que ambos individuos fueran compatibles respecto 
del sistema ABO de grupo sanguineo. El exito de la transfusion 


















































710 Capitulo 17 LA REACCION INMUNITARIA 


sanguinea condujo a la proposition de que tambien podia injer- 
tarse piel de un individuo en otro. Esta idea se probo durante 
la Segunda Guerra Mundial, cuando se intentaron los injertos 
cutaneos en pilotos y otros militares que habian sufrido que- 
maduras graves. Los injertos se rechazaron de manera pronta 
y completa. Despues de la guerra, los investigadores se dieron 
a la tarea de conocer la base del rechazo del tejido. Se descu- 
brio que la piel podia trasplantarse con exito entre ratones de la 
misma cepa endogamica, pero que los trasplantes entre ratones 
de distintas cepas se rechazaban. Los ratones de la misma cepa 
endogamica son una especie de gemelos y tienen material gene- 
tico identico. Los estudios posteriores revelaron que los genes 
que regulan el rechazo de tejidos trasplantados se aglomeraban 
en una region del genoma llamada complejo mayor de histo- 
compatibilidad (MHC). El MHC consiste en unos 20 genes 
diferentes, la mayoria de los cuales son muy polimorficos: se han 
identificado mas de 2 000 alelos diferentes de los genes MHC 
(cuadro 17-3), muchos mas que los de cualesquiera otros loci 
del genoma humano. Por lo tanto, es muy improbable que dos 
individuos en una poblacion tengan la misma combinacion de 
alelos MHC. Esta es la razon por la que es tan probable que 
los organos trasplantados se rechacen y por la que los pacientes 
deben recibir farmacos, como la ciclosporina A, para suprimir al 
sistema inmunitario despues del trasplante. La ciclosporina A 
es un peptido ciclico producido por un hongo de tierra e inhibe 
una fosfatasa particular en la via de serialization que conduce a 
la production de las citocinas necesarias para la activation de 
celulas T. Aunque estos farmacos ayudan a prevenir el recha¬ 
zo del injerto, toman a los individuos susceptibles a las infec- 
ciones oportunistas, por ejemplo las que afectan a las personas 
con enfermedades por inmunodeficiencia como el sindrome de 
inmunodeficiencia adquirida. 


Cuadro 17-3 


Locus Numero de alelos 


HLA-DRA 

3 

HLA-DRB 

542 

HLA-DQA 

34 

HLA-DQB 

73 

HLA-DPA 

23 

HLA-DPB 

125 

HLA-DMA 

4 

HLA-DMB 

7 

HLA-DOA 

12 

HLA-DOB 

9 

Alelos MFIC clase 1 

Locus 

Numero de alelos 

HLA-A 

479 

HLA-B 

805 

HLA-C 

257 

HLA-E 

9 

HLA-F 

20 

HLA-G 

7 


Nota: existen varios otros alelos clase I que no se incluyen. 


Es evidente que las proteinas codificadas por el MHC no 
evolucionaron para prevenir el trasplante de organos, lo cual 
conduce a la pregunta sobre su funcion normal. Mucho despues 
de su descubrimiento como antigenos de trasplante, se demostro 
que las proteinas MHC participan en la presentation de anti¬ 
genos. Algunos de los experimentos clave que condujeron a la 
comprension actual de la presentation de antigenos se explican 
en la section Vlas experimentales al final de este capitulo. 

Ya antes se menciono que las celulas T se activan por un 
antigeno que antes se dividio en pequenos peptidos y se presen- 
ta en la superficie de una celula presentadora de antigeno (una 
APC). Estos pequenos fragmentos de antigeno se mantienen 
en la superficie de la APC sujetas por las proteinas MHC. Cada 
especie de molecula MHC puede unirse con una gran cantidad 
de peptidos distintos que comparten rasgos estructurales que les 
permiten ajustarse en su sitio de union (vease fig. 17-22). Por 
ejemplo, todos los peptidos capaces de unirse con una proteina 
codificada por un alelo MHC particular, como HLA-B8, puede 
contener un aminoacido especifico en cierta position, lo cual le 
permite ajustarse en el surco de union a peptido. 




FIGURA 17-19 Las APC humanas pueden presentar gran cantidad de pep- 
tidos. a ) Modelo esquematico de la variedad de moleculas MHC clase I 
que puede tener un individuo. Como se indica en el cuadro 17-3, esta clase 
de proteina MHC esta codificada por seis alelos, tres de los cuales estan 
representados por una mayor cantidad de alelos. Este individuo particular 
es heterocigoto en los loci HLA-A, HLA-B y HLA-C y homocigoto en 
los HLA-E, HLA-F y HLA-G, lo que arroja un total de nueve moleculas 
MHC clase I distintas. (La diferencia entre MHC clases I y II se describe 
en la pagina 713.) b) Modelo esquematico que ilustra la variedad de pepti¬ 
dos que puede presentar la proteina codificada con un solo alelo MHC. [El 
termino “HLA” es un acronimo de antigeno leucocitico humano (human 
leucocyte antigen ), lo cual refleja el descubrimiento de esas proteinas en la 
superficie de leucocitos.] 
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En virtud de que cada individuo expresa varias protei- 
nas MHC distintas (como en la figura 17-19 a), y que cada 
variante MHC puede unirse con una gran cantidad de peptidos 
diferentes (como en la figura 17-197), una celula dendritica o un 
macrofago deben ser capaces de presentar una gran variedad de 
peptidos. A1 mismo tiempo, no todas las personas son capaces 
de presentar todos los peptidos posibles en forma efectiva, lo cual 
se considera un factor importante para establecer las diferencias 
de susceptibilidad en una poblacion a distintas enfermedades 
infecciosas, incluido el sida. Por ejemplo, el alelo HLA-B*35 se 
relaciona con una progresion rapida a sida declarado, y el alelo 
HLA-DRB1*1302 se vincula con resistencia a cierto tipo de 
paludismo e infeccion por hepatitis B. Los alelos MHC pre- 
sentes en una determinada poblacion han sido moldeados por 
selection natural. Las personas con alelos MHC mas adecuados 
para presentar peptidos de un agente infeccioso particular tie- 
nen mayor probabilidad de sobrevivir a una infection por ese 
agente. Por el contrario, las personas que carecen de estos alelos 
tienen mayor probabilidad de morir sin transmitir sus alelos a 
los descendientes. Como resultado, las poblaciones tienden a ser 
mas resistentes a las enfermedades a las que se expusieron sus 
ancestros. Esto podria explicar por que las poblaciones nativas 


Macrofago Linfocito 



(a) 


FIGURA 17-20 Interaction entre un macrofago y una celula T durante la 
presentacion del antigeno. a) Micrograffa electronica de los dos tipos de 
celulas durante su interaccion. b) Modelo esquematico que muestra algunas 
de las proteinas que intervienen en la interaccion entre una APC y un lin¬ 
focito T citotoxico (CTL) o celula T colaboradora (T H ). El reconocimiento 
del antigeno ocurre cuando el TCR de la celula T reconoce un fragmento 
peptidico del antigeno unido con una hendidura en una molecula MHC de 
la APC. Como se explica en el texto, los CTL reconocen el antigeno combi- 
nado con una molecula MHC clase I, en tanto que las celulas T H reconocen 
el antigeno combinado con una molecula MHC clase II. CD8 y CD4 son 
proteinas integrates de membrana expresadas por los dos tipos de celulas T 
que se unen con las moleculas MHC clases I y II, respectivamente. CD8 y 
CD4 se describen como correceptores. c) Micrografia de fluorescencia que 
muestra la sinapsis inmunitaria entre una APC y un linfocito T. Los TCR 
del linfocito T se ven en color verde, y las moleculas MHC II de la APC en 
rojo. La colocalizacion de los TCR y las moleculas MHC genera la fluores¬ 
cencia amarilla en la sinapsis inmunitaria. ( A , Alan S. Rosenthal, tomada 
de Regulation of the Immune Response-Role of the Macrophage, 


norteamericanas fueron devastadas por ciertas enfermedades, 
como el sarampion, que solo produce sintomas leves en personas 
con ancestros europeos. 

Todo el proceso de la inmunidad mediada por celulas T se 
basa en que los pequenos peptidos derivados de las proteinas de 
un patogeno tienen estructura diferente respecto de los deriva¬ 
dos de las proteinas del hospedador. Por consiguiente, uno o mas 
peptidos mantenidos en la superficie de una APC sirven como 
una pequena representation del patogeno, proporcionando a las 
celulas del sistema inmunitario un “vistazo” del tipo de patoge¬ 
no que esta oculto dentro del citoplasma de la celula infectada. 
Casi todas las celulas del cuerpo pueden funcionar como APC. 
La mayoria presentan el antigeno como una actividad incidental 
que alerta al sistema inmunitario sobre la presencia de un pato¬ 
geno, pero algunas APC profesionales (p. ej., celulas dendriticas, 
macrofagos y celulas B) se especializan en esta funcion, como se 
explica mas adelante en este capitulo. 

Para que una celula T interactive con una APC, sus TCR se 
acoplan con las moleculas MHC que se proyectan en la superfi- 
cie de la APC (fig. 17-20). Esta interaction pone alTCR de una 
celula T en una orientation que le permite reconocer el peptido 
especifico presentado dentro de una hendidura de una molecu- 





(c) 

New England Journal of Medicine, November 1980, vol. 303, #20, 
r 1154. © 1980 Massachusetts Medical Society; B , Tomada de L. 
Chatenoud, Mol. Med. Today 4:26,1998, con autorizacion de Else¬ 
vier Science; C , Tomada de Brian A. Cobb, et al., Cell 117:683,2004, 
cortesia de Dennis L. Kasper; con autorizacion de Cell Press.) 
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FIGURA 17-21 Vias de procesamiento para antigenos que se rela- 
cionan con las moleculas MHC clases I y II. a ) Via propuesta 
para el ensamble de un complejo MHC clase I-peptido. En el paso 1, la 
cadena pesada de la proteina MHC se sintetiza en un ribosoma unido con 
la membrana y se transloca a la membrana del reticulo endoplasmico. La 
cadena pesada de MHC se relaciona con la calnexina (paso 2), una chape- 
rona en la membrana del reticulo endoplasmico, y el complejo dimerico se 
une con la cadena invariable P 2 m (paso 3). Despues, el complejo MHC 
se vincula con otra proteina de la membrana del reticulo endoplasmico, 
TAP (paso 4). Mientras tan to, los proteasomas captan los antigenos citoso- 
licos (paso A) y los degradan en peptidos pequenos (paso B). La proteina 
TAP transporta los peptidos a la luz del reticulo endoplasmico, donde se 
unen dentro de la hendidura de la molecula MHC (paso 5). La calnexi¬ 
na y TAP se disocian del complejo MHC (paso 6), el cual se transporta 
por la via biosintetica y secretora por el aparato de Golgi (paso 7) hasta la 
membrana plasmatica, donde esta listo para interactuar con el TCR de un 


linfocito T citotoxico. b) Via propuesta para el ensamble de un complejo 
MHC clase Il-peptido. En el paso 1, la proteina MHC se sintetiza en un 
ribosoma unido con la membrana y se traslada a la membrana del reticulo 
endoplasmico, donde se relaciona con Ii (paso 2), una proteina que bloquea 
el sitio de union MHC-peptido. El complejo MHC-Ii pasa por el aparato 
de Golgi (paso 3) hasta una vesicula de transporte (paso 4). Mientras tanto, 
la APC capta un antigeno proteico extracelular por endocitosis (paso A) 
y lo entrega a un lisosoma (paso B), donde el antigeno se fragmenta en 
peptidos. El lisosoma que posee fragmentos antigenicos se fusiona con la 
vesicula de transporte que contiene el complejo MHC-Ii (paso 5), lo cual 
da lugar a la degradacion de la proteina Ii y la relation entre el fragmento 
peptidico antigenico y la molecula MHC clase II (paso 6). El complejo 
MHC-peptido se transporta a la membrana plasmatica (paso 7), donde esta 
listo para interactuar con el TCR de una celula T H . ( A , tomada de D. B. 
Williams, et al. Trends Cell Biol 6:271,1996, con autorizacion de 
Elsevier Science.) 
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la MHC. La interaction entre las proteinas MHC y los TCR 
se fortalece por los contactos adicionales que se forman entre 
los componentes de la superficie celular, como ocurre entre las 
moleculas CD4 o CD8 en una celula T y las proteinas MHC 
en una APC (fig. 17-20). Esta region especializada que se desa- 
rrolla ante una celula T y una APC se conoce como sinapsis 
inmunitaria. 

Las proteinas MHC pueden subdividirse en dos grupos 
principales, moleculas MHC clases I y II. Las moleculas MHC 
clase I consisten en una cadena polipeptidica codificada por un 
alelo MHC (conocido como la cadena pesada) relacionado en 
forma no covalente con un polipeptido no MHC denominado 
microglobulina (3 2 (vease fig. 1, pag. 722). Las diferencias en la 
secuencia de aminoacidos de la cadena pesada son las causantes 
de los drasticos cambios en la forma de la hendidura de union con 
peptido de la molecula. Las moleculas MHC clase II tambien 
consisten en un heterodimero, pero ambas subunidades estan 
codificadas por alelos MHC. Ambas clases de moleculas MHC, 
asi como la microglobulina (3 2 , contienen dominios similares a 
Ig y, por tanto, son miembros de la superfamilia de la inmu- 
noglobulina. En tanto que la mayoria de las celulas del cuerpo 
expresan moleculas MHC clase I en su superficie, las moleculas 
MHC clase II lo hacen sob re todo en las APC profesionales. 

Las dos clases de moleculas MHC presentan antigenos 
provenientes de distintos sitios de una celula, aunque hay infor¬ 
mes de algunas superposiciones. Las moleculas MHC clase I 
son las principales encargadas de presentar antigenos que se 
originan en el citosol de una celula, esto es, proteinas endogenas. 
En cambio, las moleculas MHC clase II presentan sobre todo 
fragmentos de antigenos exogenos que ingresan a la celula por 



(a) 


FIGURA 17-22 Los peptidos producidos por procesamiento de antigeno se 
unen dentro de una hendidura de la molecula de proteina MHC. Estos 
modelos ilustran la union de los peptidos de una molecula MHC clase I (a) 
y una MHC clase II ( b ). Las superficies de las moleculas MHC se muestran 
en bianco y el peptido en el sitio de union, en color. El peptido de (a) deriva 


fagocitosis. Las vias propuestas por las cuales estas dos clases de 
moleculas MHC captan y presentan sus fragmentos de antige¬ 
no en la membrana plasmatica se describen a continuation y se 
muestran en la figura 17-21. 

• Procesamiento de los complejos peptido-MHC clase I (fig. 
17-21a). Los antigenos localizados en el citosol de una APC 
se degradan hasta pequenos peptidos por action de protea- 
sas que forman parte de los proteasomas celulares (pag. 537). 
Estas proteasas dividen proteinas citosolicas en fragmentos 
de unos ocho a 10 residuos de largo, adecuados para unir- 
se con una hendidura de una molecula MHC clase I (fig. 
17-22a). Luego, los peptidos se transportan por la membra¬ 
na del reticulo endoplasmico rugoso y hacia la luz de este 
mediante una proteina dimerica llamada TAP (fig. \7-2\d). 
Una vez en la luz del reticulo endoplasmico, el peptido puede 
unirse con una molecula MHC clase I recien sintetizada, que 
es una proteina integral de la membrana del reticulo endo¬ 
plasmico. El complejo MHC-peptido se mueve por la via 
biosintetica (fig. 8-27) hasta llegar a la membrana plasmatica, 
donde se presenta el peptido. 

• Procesamiento de los complejos peptido-MHC clase II (fig. 
17-217). Las moleculas MHC clase II tambien se sinteti- 
zan como proteinas de membrana del reticulo endoplasmico 
rugoso, pero se unen de manera no covalente con una pro¬ 
teina llamada Ii, que bloquea el sitio de union con peptido 
de la molecula MHC (fig. 17-217). Despues de su sintesis, 
el complejo MHC clase Il-Ii sale del reticulo endoplasmi¬ 
co por la via biosintetica, guiada por secuencias directrices 
localizadas dentro del dominio citoplasmico de Ii. Se cree 



(b) 


de la proteina de la matriz del virus de la influenza y el peptido de ( b ) pro- 
viene de la proteina hemaglutinina del virus de la influenza. El extremo N 
de cada peptido esta a la izquierda. ( A y B , por cortesia de T. Jardetzky; 
tomada de Trends Biochem Sci 22:378, 1997, con autorizacion de 
Elsevier Science.) 
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que las moleculas MHC clases I y II se separan unas de otras 
en la red trans de Golgi (TGN), que es el compartimiento 
principal de Gasification en la via biosintetica (pag. 302). Un 
complejo peptido-MHC clase I se dirige hacia la superficie 
celular, en tanto que el complejo MHC clase Il-Ii lo hace a 
un endosoma o lisosoma, donde se digiere la proteina Ii por 
action de proteasas acidas. Despues se libera una molecula 
MHC clase II y se une con peptidos digeridos de los antige- 
nos que ingresaron a la celula y se dirige por la via endocitica 
(fig. 17-2H). 5 Mas tarde, el complejo peptido-MHC clase 
II se traslada a la membrana plasmatica, donde se presenta, 
como se muestra en la figura 11-22b. 

Una vez en la superficie de una APC, las moleculas MHC 
dirigen la interaction de la celula con los distintos tipos de celu- 
lasT (fig. 17-20). Los linfocitosT citotoxicos (CTL) reconocen 
su antigeno relacionado con la molecula MHC clase I; se dice 
que estan restringidos a MHC clase I. En circunstancias norma- 
les, las celulas del cuerpo que entran en contacto con los CTL 
presentan fragmentos de sus propias proteinas normales rela- 
cionadas con sus moleculas MHC clase I. Las celulas T ignoran 
a las celulas normales que presentan fragmentos de proteinas 
normales, ya que las celulas T capaces de unirse con gran afini- 
dad con peptidos derivados de las proteinas celulares normales 
se eliminan durante su desarrollo en el timo. En cambio, cuando 
una celula esta infectada, presenta fragmentos de las proteinas 
viricas relacionadas con sus moleculas MHC clase I. Los CTL 
reconocen a las celulas que tienen TCR con sitios de union 
complementarios con los peptidos viricos y la celula infectada 
se destruye. Es probable que la presentation de un solo peptido 
ajeno en la superficie de una celula sea suficiente para suscitar 
el ataque de un CTL. Como virtualmente todas las celulas del 
cuerpo expresan moleculas MHC clase I en su superficie, los 
CTL pueden combatir una infection sin importar el tipo de 
celula afectada. Los CTL tambien reconocen y destruyen celu¬ 
las que presentan proteinas anormales (mutadas) en su superfi¬ 
cie, lo cual participa en la elimination de celulas tumorales que 
pudieran poner en riesgo la vida. 

Se descubrio otra funcion de las moleculas MHC clase I. 
Una de las medidas empleadas por algunos virus para evadir 
el sistema inmunitario del hospedador consiste en suprimir la 
expresion de las moleculas MHC clase I. Esto hace que la celula 
infectada sea “invisible” para las celulas T citotoxicas. Algunas 
celulas tumorales metastasicas tambien pierden la expresion del 
MHC. Aunque estas celulas pueden volverse resistentes al ataque 
de los CTL, se toman sensibles al ataque de otra rama del siste¬ 
ma de defensa del cuerpo, las celulas NK del sistema inmunitario 
innato (pag. 696). Las celulas NK tienen receptores superficiales 
que reconocen las proteinas MHC clase I propias en las superfi¬ 
cies de las demas celulas del cuerpo. Cuando estos receptores se 
unen con proteinas MHC clase I de una celula normal, se inhibe 
la actividad citotoxica de la celula NK. Sin embargo, cuando una 
celula infectada pierde una o mas de sus proteinas MHC clase I, 
se convierte en bianco para las celulas NK (fig. 17-23). 

En cambio, con los CTL las celulas T colaboradoras reco¬ 
nocen a su antigeno relacionado con las moleculas MHC clase 


5 Los peptidos generados en los lisosomas y unidos a moleculas MHC clase II lien- 
den a ser mas largos (10 a 25 residuos) que los generados en los proteasomas y 
unidos a moleculas MHC clase I (ocho a 10 residuos). 


FIGURA 17-23 Proteinas MHC e infecciones viricas. a ) Los linfocitos T 
citotoxicos (CTL) reconocen celulas infectadas por los peptidos viricos 
que se presentan en combinacion con la molecula MHC. Por otro lado, 
las celulas destructoras naturales (NK) no matan a la celula que presenta 
las moleculas MHC, aun cuando este infectada. b) Algunos virus evaden 
la destruccion por los CTL porque hacen que la celula huesped suspenda 
la presentacion de moleculas MHC. La ausencia de proteinas MHC en la 
superficie celular la convierte en bianco para una celula NK. (Reimpreso 
con autorizacion de K. Karre y R. M. Welsh, Nature 386:446,1997; 
© por Macmillan Magazines Limited.) 


II; se dice que estan restringidas a MHC clase II. Como conse- 
cuencia, las celulas T colaboradoras se activan sobre todo por 
antigenos exogenos (p. ej., extraceluares) (fig. 17-21A), como los 
que forman parte de las paredes celulares bacterianas o toxinas 
bacterianas. Las moleculas MHC clase II se encuentran en par¬ 
ticular en las celulas B, celulas dendriticas y macrofagos. Estas 
son las celulas linfoides que ingieren materiales ajenos extrace- 
lulares y presentan los fragmentos a las celulas T colaboradoras, 
como se explica mas adelante. Las celulas T colaboradoras que 
se activan de esta forma pueden estimular a las celulas B para 
producir anticuerpos solubles, que se unen con antigenos exoge¬ 
nos siempre que se localicen en el cuerpo. 

Es obvio que las moleculas MHC son importantes en la 
presentacion de antigenos, pero si esta fuera la unica funcion 
del MHC, no se esperaria que los loci geneticos que codifican 
estas proteinas fueran tan polimorficos (cuadro 17-3). Durante 
mucho tiempo se ha conjeturado que el polimorfismo del MHC 
otorga a los miembros de una poblacion una individualidad por 
la cual pueden distinguirse de los otros miembros. La evidencia 
que favorece esta idea se obtuvo hace poco de una serie de fas- 
cinantes estudios del comportamiento, en ratones y seres huma- 
nos. Estos estudios indican que las diferencias caracteristicas en 
el olor corporal entre una persona y otra (o entre ratones de 
distintas cepas endogamicas) pueden atribuirse a las diferencias 
en alelos MHC especificos. Es posible que estas diferen¬ 
cias provengan de las proteinas MHC solubles excretadas en 
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el sudor y los efectos de estas proteinas en el crecimiento de la 
flora bacteriana. El MHC no solo contribuye al olor corporal, 
sino tambien a la perception olfativa, sobre todo en las hembras 
de los mamiferos. Los estudios indican que las preferencias para 
el apareamiento en ratones estan muy influidas por los genoti- 
pos MHC y quiza lo mismo suceda con las personas. Esto lo 
apoya un estudio en el que un grupo de mujeres recibio prendas 
de ropa sudadas que habian usado distintos hombres y luego 
se les pidio que eligieran los articulos con aroma mas agrada- 
ble. Por lo general, las prendas elegidas eran de varones cuyos 
loci MHC eran los mas distintos a los suyos propios. El apa¬ 
reamiento entre sujetos con diferentes aleios MHC produciria 
descendientes con la mayor variedad de moleculas MfiC, lo que 
a su vez les daria la capacidad para presentar la mayor variedad 
de peptidos. 

Distincion entre lo propio y lo ajeno 

Las celulas T obtienen su identidad en el timo. Cuando una 
celula germinal migra de la medula osea al timo, carece de pro- 
teinas superficiales que medien la funcion de la celula T, en espe¬ 
cial los TCR. Las celulas T proliferan en el timo para generar 
una poblacion de precursores de celulas T. Despues, cada una de 
estas celulas se somete a recombinaciones de DNA que le per- 
miten producir un TCR espetifico. Luego, estas celulas se some- 
ten a un complejo proceso de detection en el timo en el que 
se seleccionan las celulas con receptores de celulas T potencial- 
mente utiles (fig. 17-24). Algunos estudios sugieren que el timo 
produce pequenas cantidades de una gran variedad de proteinas 
que en condiciones normales se encuentran en cualquier parte 
del cuerpo. Es probable que la production de estas proteinas este 
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FIGURA 17-24 Determinacion del destino de una celulaT recien formada 
en el timo. En el timo se lleva a cabo un proceso de detection que selec- 
ciona las celulas T con los TCR apropiados. a ) Las celulas T cuyo TCR 
posee una gran afinidad por moleculas MHC que llevan peptidos propios 
se eliminan por apoptosis (seleccion negativa). b) Las celulas T cuyo TCR 
no reconoce a las moleculas MHC que llevan peptidos propios tambien 
mueren por apoptosis (muerte por negligencia). c ) En cambio, las celulas T 
cuyo TCR muestra una debil afinidad por moleculas MHC con peptidos 
propios sobreviven (seleccion positiva) para constituir la poblacion de celu¬ 
las T perifericas del cuerpo. 


bajo el control de un factor de transcription especial (llamado 
AIRE) que solo se halla en el timo. De acuerdo con este modelo, 
el timo recrea un ambiente en el que las celulas T en desarrollo 
pueden tomar muestras de proteinas que contienen una gran 
variedad de los epitopos unicos del propio cuerpo. Las celulas T 
cuyos TCR tienen una gran afinidad por peptidos derivados de 
proteinas del propio cuerpo se destruyen (fig. 17-24«). Este pro¬ 
ceso de seleccion negativa disminuye de forma notoria la probabi- 
lidad de que el sistema inmunitario ataque a sus propios tejidos. 
Las personas que carecen de un gen AIRE funcional sufren de 
una rara pero grave enfermedad autoinmunitaria. 

La generation de celulas T requiere mas que la selection 
negativa. Cuando un TCR interactua con un peptido extrano 
en la superficie de una APC, debe reconocer al peptido y la 
molecula MHC que lo sujeta (se explica en la pagina 723). Por 
consiguiente, las celulas T cuyos TCR no reconocen moleculas 
MHC propias tienen poco valor. El sistema inmunitario detecta 
tales celulas porque requiere que las celulas T reconozcan los 
complejos peptidos propios-MHC-propios con baja afinidad. 
Las celulas T cuyos TCR son incapaces de reconocer los com¬ 
plejos MHC propios sufren apoptosis en el timo en un proceso 
llamado “muerte por negligencia” (fig. 17-24^). En cambio, las 
celulas T cuyos TCR muestran un reconocimiento debil (baja 
afinidad) hacia los complejos peptidos propios-MHC-propios 
se estimulan para que permanezcan vivas, pero no se activan 
(fig. 17-24r). Este proceso de supervivencia selectiva se conoce 
como seleccion positiva. Se estima que menos de 5% de las celulas 
T timicas sobrevive a estos fenomenos de selection positiva y 
negativa. 6 

Se piensa que las celulas que reconocen moleculas MHC 
clase I se convierten en linfocitos T citotoxicos (CD4“CD8 + ), 
y las que reconocen moleculas MHC clase II se convierten en 
linfocitos T colaboradores (CD4 + CD8“). Ambos tipos de celu¬ 
las T salen del timo y circulan por periodos prolongados por la 
sangre y la linfa. En esta etapa, las celulas T se describen como 
celulas T inocentes porque aun no se encuentran con el antige- 
no especifico con el que puede unirse su TCR. A medida que 
pasan por los tejidos linfoides, las celulas T inocentes entran 
en contacto con varias celulas que mantienen su supervivencia en 
un estado de reposo o inducen su activation. 

Conforme se filtran por los ganglios linfaticos y otros teji¬ 
dos linfaticos perifericos, las celulas T exploran las superficies 
de las celulas en busca de un peptido inapropiado unido con 
una molecula con MHC propio. Las celulas T CD4 + se activan 
por un peptido ajeno unido con una molecula de MHC clase II 
propia, mientras que las celulas T CD8 + se activan con peptidos 
extranos unidos con una molecula de MHC propia de clase I. 
Las celulas T CD8 + tambien responden con intensidad a las 
celulas que tienen moleculas de MHC ajenas, como las celulas 
de un organo trasplantado de un donante no compatible. En este 
ultimo caso, inician un amplio ataque contra las celulas del injer- 
to, lo cual puede producir el rechazo del organo. En condiciones 
fisiologicas normales, se impide la activation de los linfocitos 


6 Las celulas B son sujetas a procesos selectivos que causan la muerte o desactivacion 
de aquellas capaces de producir anticuerpos autorreactivos. En algunos casos las 
cadenas ligeras de anticuerpos autorreactivos son sustituidas por una nueva cadena 
ligera codificada por un gen de Ig que ha sido reordenado secundariamente en un 
proceso llamado edition de receptor. 
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autorreactivos (linfocitos capaces de reaccionar con los propios 
tejidos del cuerpo) mediante varios mecanismos que aun no se 
comprenden y operan fuera del timo, en los tejidos perifericos. 
Como se explica en la section Perspectiva humana, una falla 
en estos mecanismos conduce a la production de anticuerpos y 
celulas T autorreactivas que causan dano histico cronico. 

Los linfocitos se activan por senales 
en la superficie de las celulas 

Los linfocitos se comunican con otras celulas mediante varias 
proteinas situadas en la superficie de las celulas. Como se explico 
antes, la activation de las celulas T requiere la interaction entre 
el TCR de la celula T y un complejo peptido-MHC en la super¬ 
ficie de otra celula. Esta interaction brinda la especificidad, la 
cual asegura que solo se activen las celulas T que puedan unirse 
con el antigeno. La activation de las celulas T tambien requiere 
una segunda serial, la llamada serial coestimulante, que proviene 
de un segundo tipo de receptor en la superficie de una celula T. 
Dicho receptor es distinto y esta separado del TCR. A diferen- 
cia del TCR, el receptor que emite la serial coestimulante no es 
especifico para un antigeno particular y no necesita unirse con 
una molecula MHC. La mejor estudiada de estas interacciones 
es la que sucede entre las celulas T colaboradoras y las celulas 


presentadoras de antigeno profesionales (p. ej., celulas dendri- 
ticas y macrofagos). 

Activation de las celulas T colaboradoras por las APC pro¬ 
fesionales Las celulas Th reconocen fragmentos de antigeno 
en la superficie de las celulas dendriticas y macrofagos que se 
alojan en la hendidura de union de las moleculas MHC clase 
II. Una serial coestimulante llega a la celula T H como resultado 
de la interaction entre una proteina conocida como CD28 en 
la superficie de la celula Th y un miembro de la familia B7 de 
proteinas en la superficie de la APC (fig. 17-25«). La proteina 
B7 aparece en la superficie de la APC despues que el fagocito 
ingiere el antigeno ajeno. Si la celula Th no recibe esta segunda 
serial de la APC, en lugar de activarse la celula Th se vuelve no 
reactiva (anergica) o se destina a la apoptosis (se borra). Como 
las APC profesionales son las unicas celulas capaces de emitir 
una serial coestimulante, son las unicas que pueden iniciar una 
respuesta de las celulas T H . Como resultado, las celulas normales 
del cuerpo que tienen proteinas capaces de combinarse con los 
TCR de una celula T no pueden activar a las celulas Th- Por 
lo tanto, el requerimiento de una celula Th de dos senales de 
activation protege a las celulas normales del cuerpo contra un 
ataque autoinmunitario por las celulas T colaboradoras. 

Antes de su interaction con una APC, una celula T H puede 
describirse como una celula en reposo, es decir, una que se retiro 



FIGURA 17-25 Activacion de linfocitos. a) Esquema de la interaction entre 
una APC profesional, en este caso una celula dendrftica madura, y una 
celula T h . La especificidad en esta interaccion entre celulas deriva de la 
identificacion que hace el TCR de la celula T H del complejo MHC clase 
II-peptido presentado en la superficie de la celula dendrftica. La interaccion 
entre CD28 de la celula T y una proteina B7 de la celula dendrftica genera 
una serial coestimuladora inespecffica necesaria para la activacion de la celu¬ 
la T. (Recuadro) Micrografia electronica de barrido de una celula dendrftica 
madura (anaranjado) que presenta antigeno a varias celulas T (verde). a) 
Esquema de la interaccion entre una celula T H activada y una celula B. La 
especificidad de esta interaccion entre celulas deriva del reconocimiento que 


hace el TCR en la celula T H del complejo MHC clase II-peptido presen¬ 
tado en la superficie de la celula B. El peptido presentado por la celula B 
procede de las moleculas de proteina que al principio se unieron a los BCR 
en la superficie celular. Estos antfgenos unidos se captan por endocitosis, se 
fragmentan en los lisosomas y se unen a moleculas MHC clase II, como 
en la figura \7-21b. (Tomada de E. Lindhout et al. Immunol Today 
18:574, 1997; con autorizacion de Elsevier Science. Micrografia 
del recuadro: reimpresa con autorizacion de R Friedl, A. T. den 
Boer, y M. Gunzer, Nature Revs. Immunology 5:533, 2005; © 2005, 
por Macmillan Magazines Limited.) 
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del ciclo celular (una celula en G 0 , pag. 572). Una vez que recibe 
la doble serial de activacion, la celula Th se estimula para rein- 
gresar a la fase Gi del ciclo celular y al final pasar por la fase S 
y la mitosis. Por lo tanto, la interaction de las celulas T con un 
antigeno especifico induce la proliferation (expansion clonat) de 
las celulas capaces de responder a ese antigeno. Ademas de indu- 
cir la division celular, la activation de una celula T H hace que 
sintetice y secrete citocinas (en particular IL-2). Las citocinas 
producidas por celulas T H activadas actuan sobre otras celulas 
del sistema inmunitario (incluidas celulas B y macrofagos), asi 
como otra vez en las celulas T H que secretaron las moleculas. El 
cuadro 17-1 muestra la fuente y funcion de varias citocinas. 

En este capitulo se ha descrito como las reacciones inmuni- 
tarias se estimulan por ligandos que activan las vias de serializa¬ 
tion de los receptores. Sin embargo, muchos de estos fenomenos 
tambien dependen de estimulos inhibidores, por lo que la res- 
puesta final de la celula depende del equilibrio entre las influen- 
cias positivas y negativas. Por ejemplo, la interaction entre 
CD28 y una proteina B7 emite una senal positiva para la celula 
T que conduce a su activation. Una vez que la celula T se activa, 
produce otra proteina de la superficie celular llamada CTLA4 
con estructura similar a CD28 y que tambien interactua con las 
proteinas B7 de la APC. No obstante, a diferencia de la inter¬ 
action CD28-B7, el contacto entre CTLA4 y B7 conduce a la 
inhibition de la respuesta de la celula T y no a su activation. La 
necesidad de equilibrio entre la activation y la inhibition es mas 
evidente en los ratones que se modificaron mediante ingenieria 
genetica para que no tuvieran el gen que codifica CTLA4. Estos 
ratones mueren como consecuencia de una proliferation masiva 
de celulas T. Como se hace notar en la pagina 720, en fecha 
reciente se dio uso clinico al conocimiento sobre la funcion de 
CTLA4. 

Activacion de celulas B por las celulas T H Las celulas T H 
se unen con celulas B cuyos receptores reconocen al mismo anti¬ 
geno. Al principio, el antigeno se une con la inmunoglobulina 
(BCR) en la superficie de la celula B. Los antigenos captados 
por celulas B pueden ser proteinas solubles del medio extracelu- 
lar o proteinas unidas a la membrana plasmatica de otras celulas. 
En el segundo caso, la celula B obtiene el antigeno extendiendo- 
se sobre la superficie externa de la celula bianco y reuniendo los 
complejos BCR-antigeno en una masa central. Luego, el antige¬ 
no unido se introduce a la celula B, donde se procesa por medios 
enzimaticos y sus fragmentos se presentan combinados con las 
moleculas MHC clase II (fig. V7-2Sb). El reconocimiento del 
fragmento peptidico por el TCR conduce a la activation de la 
celula T h , la cual responde mediante activation de la celula B. La 
activation de una celula B se alcanza despues de la transmision 
de varias senales de la celula Th a la celula B. Algunas de estas 
senales se transmiten en forma directa de una superficie celular a 
la otra mediante la interaction entre proteinas complementarias, 
como CD40 y el ligando de CD40 (CD40L) (fig. YJ-2Sb). La 
union de CD40 y CD40L genera senales que ayudan a la celula 
B a pasar del estado G 0 al ciclo celular. Otras senales se trans¬ 
miten por citocinas liberadas por la celula T hacia el espacio 
que la separa de la celula B cercana. Este proceso es parecido a 
la manera en que los neurotransmisores actuan a traves de una 
sinapsis neural (pag. 168). Las citocinas que liberan las celulas 
T hacia la “sinapsis inmunitaria” incluyen IL-4, IL-5, IL-6 e 
IL-10. Se cree que la interleucina 4 estimula a la celula B para 


cambiar de la production de la clase IgM a la clase IgG o IgE. 
Otras citocinas inducen la proliferation, diferenciacion y activi- 
dades secretoras de las celulas B. 

Vias de transduccion de senales 
en la activacion de linfocitos 

En el capitulo 15 se explico la manera en que las hormonas, 
factores de crecimiento y otros mensajeros quimicos se unen 
con receptores en las superficies externas de las celulas bianco, 
para iniciar un proceso de transduction de senal que transmi¬ 
te information a los compartimientos internos de la celula. En 
ese capitulo se explico el modo en el cual una gran variedad de 
moleculas mensajeras extracelulares transmite information por 
unas cuantas vias de transduction de senales. La estimulacion de 
los linfocitos ocurre por un mecanismo similar y emplea muchos 
de los mismos componentes utilizados por las hormonas y fac¬ 
tores de crecimiento que actuan sobre otros tipos de celulas. 

Cuando una celula T se activa por una celula dendritica, o 
una celula B por una T H , las senales se transmiten de la mem¬ 
brana plasmatica al citoplasma mediante cinasas de tirosina, 
similares a las senales descritas en el capitulo 15 para insulina y 
los factores de crecimiento. A diferencia de los receptores para 
insulina y factores de crecimiento (pag. 636), los receptores anti- 
genicos de los linfocitos carecen de actividad cinasa de tirosina 
inherente. En lugar de ello, la union del ligando con los recepto¬ 
res de antigeno da lugar al reclutamiento de moleculas citoplas- 
micas de esta enzima hacia la superficie interna de la membrana 
plasmatica. Se cree que este proceso se facilita por el movimiento 
de receptores activados hacia las balsas de lipidos (pag. 138). Se 
han referido cinasas de tirosina distintas en la transduction de 
senal durante la activation de linfocitos, incluidos miembros 
de las familias Src y Tec. Src fue la primera cinasa de tirosina 
en identificarse y es el producto del primer oncogen causante de 
cancer que se descubrio (section 16.3). 

La activation de estas cinasas de tirosina inicia una cascada 
de fenomenos y la activation de muchas vias de transduction de 
senal, incluidas las siguientes: 

1. Activation de la fosfolipasa C, que da origen a la formation 
de trifosfato de inositol y diacilglicerol. Como se explica en 
la pagina 628, el trifosfato de inositol causa un aumento 
marcado de los niveles de Ca 2+ citosolico, mientras que el 
diacilglicerol estimula la cinasa de proteina C. 

2. Activation de Ras, que deriva en la activation de la cascada 
de cinasas de MAP (pag. 640). 

3. Activation de PI3K, enzima que cataliza la formation de 
mensajeros lipidicos unidos con la membrana que tienen 
diversas funciones en la celula (pag. 644). 

La transmision de senales por estas vias diversas y otras mas 
conduce a la activation de varios factores de transcription (p. 
ej., NF-kB y NFAT), asi como a la transcription resultante de 
docenas de genes que no se expresan en las celulas B o T en 
reposo. 

Como se menciono antes, una de las respuestas mas impor- 
tantes de un linfocito activado es la production y secretion de 
citocinas, algunas de las cuales pueden actuar de nueva cuenta 
sobre la celula que las libero. Al igual que otras senales extrace¬ 
lulares, las citocinas se unen con receptores en la superficie de las 
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celulas bianco, lo que genera senales citoplasmicas que actuan en 
varios blancos intracelulares. Las citocinas usan una via nueva de 
transduction de serial conocida como via JAK-STAT, que opera 
sin la participation de segundos mensajeros. La portion “JAK” 
del nombre es un acronimo para cinasas de Jano, una familia 
de cinasas de tirosina citoplasmicas cuyos miembros se activan 
despues de la union de una citocina a un receptor en la superficie 
celular. (Jano era un dios romano de dos caras que protegia las 
entradas y las puertas.) STAT es el acronimo de “transducto- 
res de serial y activadores de la transcription” (del ingles signal 
transducers and activators of transcription), una familia de factores 
de transcription que se activan cuando uno de sus residuos de 
tirosina se fosforila por efecto de una JAK (vease fig. 15-17r). 
Una vez fosforiladas, las moleculas STAT interactuan para for- 
mar dimeros que se trasladan del citoplasma al nucleo, donde 
se unen con secuencias especificas de DNA, como un elemen- 
to de respuesta estimulado por interferon (ISRE). Los ISRE 
se encuentran en las regiones reguladoras de alrededor de una 
docena de genes que se activan cuando la celula se expone a la 
citocina interferon alfa (IFN-a). 

Como sucede con las hormonas y factores de crecimien- 
to que se describieron en el capitulo 15, la respuesta especifica 
de una celula depende del receptor de citocina particular que 
participe y las JAK y STAT particulares que se encuentren en 
esa celula. Por ejemplo, ya se menciono antes que IL-4 induce 
el cambio de clase de inmunoglobulina en las celulas B. Esta 
respuesta sigue a la fosforilacion inducida por IL-4 del factor 
de transcription STAT6, que se halla en el citoplasma de las 
celulas B activadas. La resistencia a la infection vinca inducida 
por interferones (pag. 696) esta mediada por la fosforilacion de 
STAT1. La fosforilacion de otras moleculas STAT puede con¬ 
duct a la progresion de la celula bianco por el ciclo celular. 


REVISION 


1. Dibuje la estructura basica de una molecula de IgG 
unida con un epitopo de un antigeno. Senale las cade- 
nas pesadas y las ligeras; las regiones variables y cons- 
tantes de cada cadena, y las regiones que contienen las 
secuencias hipervariables. 

2. Dibuje la organization basica de los genes de la linea 
germinal que participan en la codification de las cade- 
nas ligeras y pesadas de una molecula de IgG. <;En que 
difiere de su disposition en el genoma de una celula 
productora de anticuerpo?, ^que pasos suceden para 
producir esta recombination de DNA? 

3. Mencione tres mecanismos diferentes que contribuyan 
a la variabilidad en las regiones V de las cadenas de 
anticuerpo s. 

4. Compare y analice la estructura de los receptores de 
antigeno en las celulas B y T. 

5. Describa los pasos del procesamiento de un antigeno 
citosolico en una APC. ^Cual es el papel de las protei- 
nas MHC en este proceso? 

6. Mencione las similitudes y diferencias de las funciones 
de una molecula MHC clase I y una de clase II. ^Que 
tipos de APC utiliza cada clase de molecula MHC y 
que tipos de celulas las reconocen? 

7. Describa los pasos comprendidos entre la etapa en que 
un macrofago ingiere una bacteria y la etapa en la que las 
celulas plasmaticas producen anticuerpos que se unen a 
la bacteria y neutralizan su capacidad infecciosa. 


PERSPECTIVA HUMAN 


Enfermedades autoinmunitarias 



El sistema inmunitario requiere interacciones complejas y muy especifi¬ 
cas entre muchos tipos diferentes de celulas y moleculas. Deben ocurrir 
muchos fenomenos para que pueda iniciarse una reaction inmunitaria 
humoral o mediada por celulas, lo cual hace a estos procesos suscepti- 
bles de interruption en varias etapas por interferencia de muchos fac¬ 
tores. Entre los diversos tipos de disfunciones inmunitarias figuran las 
enfermedades autoinmunitarias, que se producen cuando el cuerpo 
establece una reaction inmunitaria contra una parte de si mismo. 

Como la especificidad de los receptores para antigeno de las 
celulas T y B se establece por un proceso de recombination genica 
aleatoria, es inevitable que algunos miembros de estas poblaciones 
celulares tengan receptores dirigidos contra las propias proteinas del 
cuerpo {antigenospropios). Los linfocitos que se unen con los antigenos 
propios con gran afinidad tienden a eliminarse de la poblacion linfo- 
citaria, lo que torna al sistema inmunitario tolerante consigo mismo. 
Sin embargo, algunos de los linfocitos autorreactivos generados en el 
timo y la medula osea escapan de los procesos de selection negativa 
del cuerpo, lo que les confiere el potencial para atacar tejidos norma- 
les del cuerpo. La presencia de linfocitos B y T capaces de reaccionar 


contra los tejidos del cuerpo, es facil de mostrar en individuos sanos. 
Por ejemplo, cuando se aislan celulas T de la sangre y se tratan in vitro 
con una proteina propia normal, junto con la citocina IL-2, es probable 
que una pequena cantidad de celulas de la poblacion prolifere para for- 
mar un cion de celulas que reacciona con el antigeno propio. De igual 
manera, si se inyectan animales de laboratorio con una proteina propia 
purificada junto con un coadyuvante, que es una sustancia inespecifica 
que intensifica la respuesta al antigeno inyectado, establecen una reac¬ 
tion inmunitaria contra los tejidos en los que se encuentra esa proteina. 
En circunstancias normales, las celulas B y T capaces de reaccionar con 
antigenos propios se suprimen por varios mecanismos. Cuando estos 
mecanismos fallan, es probable que la persona sufra alguna enfermedad 
autoinmunitaria, similar a las que se describen a continuation. 

1 . La esclerosis multiple (MS) es una afeccion inflamatoria que casi 
siempre afecta a adultos jovenes, causa dano neurologico grave y a 
menudo progresivo. La MS se debe al ataque por celulas inmuni¬ 
tarias y anticuerpos contra la vaina de mielina que rodea los axones 
de las celulas nerviosas (pag. 167). Estas vainas forman la sustan- 
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da blanca del sistema nervioso central. La desmielinizacion de los 
nervios ocasionada por este ataque inmunitario interfiere con la 
production de impulsos nerviosos a lo largo de los axones, lo que 
disminuye la funcion visual, causa problemas para la coordination 
motora y alteraciones en la sensibilidad. Una enfermedad similar 
a la esclerosis multiple, la encefalomielitis alergica experimental, 
puede inducirse en animales de laboratorio mediante la inyeccion 
de proteina basica de mielina, un componente principal de la mem- 
brana plasmatica de la mielina. 

2. La diabetes dependiente de insulina (IDDM) suele llamarse dia¬ 
betes de initio juvenil o diabetes tipo 1 porque tiende a originarse 
en ninos y es resultado de la destruction autoinmunitaria de las 
celulas pancreaticas beta, secretoras de insulina. Las celulas T auto- 
reactivas median la destruction de estas celulas. En la actualidad, 
los pacientes con diabetes tipo 1 reciben dosis diarias de insulina. 
Aunque la hormona les permite vivir, estos individuos aun estan 
sometidos a enfermedad degenerativa de los rinones, vasos sangui- 
neos y retina. 

3. La enfermedad de Graves y la tiroiditis son anormalidades auto- 
inmunitarias de la tiroides que producen sintomas muy distintos. 
En la enfermedad de Graves, el bianco del ataque inmunitario es 
el receptor para hormona estimulante de la tiroides (TSH) en la 
superficie de las celulas tiroideas que en condiciones normales se 
une con la TSH proveniente de la hipofisis. En los sujetos con esta 
anomalia, los autoanticuerpos se unen con el receptor TSH, lo que 
causa estimulacion prolongada de las celulas tiroideas y produce 
hipertiroidismo (aumento de los niveles sanguineos de hormona 
tiroidea). La tiroiditis (o tiroiditis de Hashimoto) es consecuencia 
del ataque inmunitario contra una o mas de las proteinas comunes 
de las celulas tiroideas, incluida la tiroglobulina. La destruction 
resultante de la glandula tiroides da origen al hipotiroidismo (di¬ 
minution de los niveles sanguineos de hormona tiroidea). 

4. La artritis reumatoide afecta a casi 1% de la poblacion y se carac- 
teriza por la destruction progresiva de las articulaciones por una 
cascada de respuestas inflamatorias. En una articulation normal, la 
membrana sinovial que recubre la cavidad sinovial solo tiene una 
capa de grosor. En las personas con artritis reumatoide, esta mem¬ 
brana se inflama y engruesa por la infiltration de celulas inmuni- 
tarias autorreactivas y autoanticuerpos en la articulation. Con el 
tiempo, el cartilago se sustituye por tejido fibroso, lo cual causa 
inmovifizacion de la articulation. 

5. El lupus eritematoso sistemico (SLE) deriva su nombre (“lobo 
rojo”) del exantema que aparece en las mejillas durante las eta- 
pas iniciales de evolution. A diferencia de las otras enfermedades 
autoinmunitarias descritas antes, el SLE pocas veces se limita a un 
organo particular, sino que ataca tejidos de todo el cuerpo, inclui- 



FIGURA 1 Exantema en mariposa, un sintoma temprano cornun del lupus 
eritematoso sistemico. (Cortesia de Lupus Foundation of America, 
Inc.) 


do el sistema nervioso central, rinones y corazon. El suero de los 
pacientes con SLE contiene anticuerpos dirigidos contra varios 
componentes que se encuentran en el nucleo de las celulas, inclui- 
das pequenas ribonucleoproteinas nucleares y proteinas de los cen¬ 
tromeres de los cromosomas, y contra el DNA de cadena doble, lo 
que es mas notable aun. Estudios recientes sugieren que se produce 
autoinmunidad cuando TLR que normalmente reconocen DNA y 
RNA microbianos (pag. 695) se unen por error a macromoleculas 
informativas del propio organismo. La incidencia de SLE es muy 
alta entre las mujeres en edad reproductiva, lo que sugiere cierto 
papel de las hormonas femeninas en el initio de la enfermedad. 

No todos los miembros de la poblacion tienen la misma suscep- 
tibilidad para desarrollar alguna de estas anormalidades autoinmuni¬ 
tarias. La mayoria de estos trastornos son mucho mas frecuentes en 
ciertas familias que en la poblacion general, lo que indica un fuerte 
componente genetico en su desarrollo. Aunque se ha demostrado que 
distintos genes incrementan la susceptibilidad a las enfermedades 
autoinmunitarias, los que codifican los polipeptidos MHC clase II son 
los que tienen un vinculo mas notorio. Por ejemplo, las personas que 
heredan ciertos alelos del locus MHC son muy susceptibles a desarro¬ 
llar diabetes tipo 1 (IDDM). Se cree que las celulas que tienen molecu- 
las MHC codificadas por el alelo susceptible pueden unirse con algun 
peptido particular que estimula la formation de autoanticuerpos contra 
las celulas beta, secretoras de insulina del pancreas. 

Es probable que sea necesaria la presencia de alelos de alto riesgo 
para que un individuo desarrolle ciertas enfermedades autoinmunita¬ 
rias, pero no es el unico factor contribuyente. Los estudios en gemelos 
identicos indican que si uno de los gemelos desarrolla una enferme¬ 
dad autoinmunitaria, la probabilidad de que el otro gemelo la presente 
tambien varia entre 25 y 75%, no 100% como se esperaria si la genetica 
fuera el unico factor contribuyente. Los estudios de este tipo demues- 
tran que los factores ambientales tambien participan. La importancia 
de los patogenos en el desarrollo de los trastornos autoinmunitarios 
se demostro por primera vex en estudios de fiebre reumatica, un tras- 
torno que puede desarrollarse en ninos varias semanas despues de una 
infection estreptococica de la faringe (faringitis estreptococica). La 
fiebre reumatica se desarrolla cuando el tejido cardiaco sufre el ataque 
de anticuerpos que se produjeron como respuesta al estreptococo. El 
tejido cardiaco se vuelve el bianco de estos anticuerpos por un feno- 
meno llamado “mimetismo molecular”. En este caso, uno de los com¬ 
ponentes de la pared celular bacteriana es similar a una glucoprotema 
en la superficie de las celulas que recubren las valvulas cardiacas. Como 
resultado, los anticuerpos producidos como respuesta a la infection 
bacteriana establecen una reaction cruzada con el tejido cardiaco. En 
casos de esclerosis multiple, se observa que las infecciones por virus 
respiratorios o intestinales pueden activar las celulas T autorreactivas y 
desencadenar recaidas en personas que habian estado en remision. De 
hecho, algunos investigadores creen que la infection virica es una causa 
subyacente de la esclerosis multiple. Esta idea la respaldan informes de 
“epidemias de esclerosis multiple”. Los estudios con animales tambien 
indicaron la importancia de los patogenos. Por ejemplo, los ratones 
que carecen de un gen para la citocina IL-2 (ratones con elimination 
de IL-2) desarrollan una enfermedad intestinal inflamatoria parecida 
a la colitis ulcerosa humana. Este problema solo se desarrolla en estos 
animales de laboratorio si se exponen a agentes infecciosos del ambien- 
te normal; si se crian en condiciones fibres de germenes permanecen 
exentos de la enfermedad. 

El gran progreso que se ha hecho en los ultimos 20 anos en el 
conocimiento de las bases celulares y moleculares de la inmunidad 
derivo en nuevos tratamientos prometedores para varias enfermedades 
autoinmunitarias. Estos tratamientos se han probado en modelos ani¬ 
males (p. ej., animales en los que pueden inducirse afecciones similares 
a las de los seres humanos) y hay pruebas cfinicas en desarrollo. Existen 
varias terapias distintas bajo prueba o en uso: 
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Tratamiento con agentes inmunosupresores, como la ciclosporina 
A que bloquea la reaction inmunitaria. Como estos farmacos son 
inespecificos, inhiben todos los tipos de respuestas inmunitarias, 
por lo que dejan al paciente muy susceptible a infecciones peligro- 
sas. 

Induction del regreso al estado tolerante para que el cuerpo ya no 
produzca autoanticuerpos y celulas T autorreactivas. Una manera 
de inducir tolerancia a antigenos especificos consiste en adminis- 
trar ligandos peptidicos alterados (APL). Se cree que estos se unen 
con los TCR en forma imperfecta, lo que bloquea la activation de 
las celulas T y disminuye la secretion de citocinas inflamatorias (p. 
ej.,TNF-a e IFN-y). Un farmaco de este tipo (acetato de glatira- 
mer) consiste en una mezcla de peptidos sinteticos cuya estructura 
recuerda la propia de la proteina basica mielina. El acetato de gla- 
tiramer reduce la frecuencia de recaidas en pacientes con esclerosis 
multiple pero no detiene el avance de la enfermedad, y puede indu¬ 
cir graves efectos secundarios alergicos. Otra manera de lograr esta 
meta es administrar una version modificada de la proteina CTLA4, 
que se une a la proteina coestimuladora B7 en la superficie de las 
APC e inhibe la capacidad de estas celulas de activar celulas T 
autorreactivas. Abatacept, que actua de esta manera, ha sido apro- 
bado para pacientes con artritis reumatoide. 

Interferencia con la respuesta autoinmunitaria mediante la admi¬ 
nistration de anticuerpos. Hay un anticuerpo dirigido contra la 
proteina CD3 presente en la superficie de las celulas T (fig. 17-18) 
que esta en pruebas para el tratamiento de la diabetes tipo I. El 
anticuerpo desactiva o destruye las celulas que atacan a las celu¬ 
las pancreaticas secretoras de insulina, pero pueden ocasionar una 
deficiencia inmunitaria acentuada. Los anticuerpos contra la cito- 
cinaTNF-a (p. ej., infliximab y adalimumab) se aprobaron para el 
tratamiento de la artritis reumatoide y pueden tener efectos cura- 
tivos espectaculares en algunos sujetos. Tambien hay informes de 
pruebas prometedoras con rituximab, un anticuerpo monoclonal 
empleado en el tratamiento del linfoma de celulas B (pag. 683) que 
produce agotamiento de las celulas B. Lo que resulta sorprendente 
es que la deficiencia de celulas B no parece limitar la capacidad de 
los pacientes para establecer reacciones inmunitarias contra agentes 


infecciosos. El tratamiento mas eficaz desarrollado a la fecha para la 
esclerosis multiple es un anticuerpo (natalizumab) dirigido contra 
la subunidad integrina a 4 presente en la superficie de linfocitos T 
activados. El objetivo es impedir que estas celulas crucen la barrera 
hematoencefalica (pag. 265) y ataquen las vainas de mielina del sis- 
tema nervioso central de los pacientes con MS. Con cualquier tipo 
de inmunoterapia siempre existe la preocupacion de que el trata¬ 
miento interfiera la capacidad del organismo de combatir infeccio¬ 
nes. Esta preocupacion salio a la luz cuando natalizumab se retiro 
temporalmente del mercado en 2005 luego de que tres pacientes 
desarrollaron una grave infection virica del cerebro. 

La administration de anticuerpos que interfieren en las 
funciones reguladoras de la inmunidad debe abordarse con gran 
cautela. Este punto se hizo muy patente en 2006 durante un 
desastroso ensayo de fase I de un anticuerpo monoclonal llama- 
do TNG1412 dirigido contra una proteina de superficie celular 
conocida como CD28. El anticuerpo estaba disenado para activar 
celulas T reguladoras en un intento de amortiguar las inmuno- 
reacciones del organismo (pag. 703). A seis voluntarios sanos se 
les inyecto el anticuerpo, y los seis experimentaron rapida y grave 
falla organica multiple como resultado de la liberation sistemica 
de citocinas proinflamatorias. El farmaco se habia probado a dosis 
mucho mayores en monos de laboratorio sin que presentaran efec¬ 
tos secundarios notables. 

Bloqueo del efecto de las citocinas inflamatorias con la adminis¬ 
tration de citocinas supresoras. Por ejemplo, IL-4 parece alenta- 
dora en el tratamiento de la diabetes dependiente de insulina y el 
IFN-|3la se aprobo para el tratamiento de la esclerosis multiple. 

Trasplante de celulas madre hematopoyeticas (pag. 18) del paciente 
mismo (un autotrasplante) o un donante altamente compatible (un 
alotrasplante). Debido a que este procedimiento tiene el potencial 
de causar complicaciones que ponen en peligro la vida, debe limi- 
tarse a aquellos pacientes con enfermedad autoinmunitaria grave y 
debilitante. Sin embargo, a diferencia de los farmacos antes descri- 
tos, los receptores de trasplante comienzan el resto de su vida con 
un sistema inmunitario en gran medida “nuevo” y por tanto con la 
posibilidad de curarse completamente de su enfermedad. 


V I A S EXPERIMENTALES 


El papel del complejo mayor de histocompatibilidad 
en la presentacion de antigenos 


En 1973, Hugh McDevitt y sus colegas de la Scripps Foundation en La 
Jolla, California, y de la Stanford University demostraron que la sus- 
ceptibilidad de los ratones a un patogeno particular depende del alelo 
presente en uno de los loci del MHC. 1 Encontraron que el virus de la 
coriomeningitis linfocitica (LCMV) causa una infection cerebral letal 
en los ratones que son homocigotos o heterocigotos para el alelo H-2 1, 
pero no infecciones en los ratones homocigotos para el alelo H-2^ en 
este locus. 

Estos hallazgos condujeron a Rolf Zinkernagel y Peter Doherty 
de la Australian National University a examinar el papel de los linfocitos 
T citotoxicos (CTL) en el desarrollo de esta enfermedad. Zinkernagel 
y Doherty planearon experimentos para relacionar el nivel de actividad 
de los CTL con la gravedad de la enfermedad en ratones con distintos 


genotipos de MHC (o haplotipos, como se los denomina). Se vigilo la 
actividad de los linfocitos T citotoxicos con el protocolo experimen¬ 
tal siguiente. Se cultivaron monocapas de fibroblastos (celulas L) de 
un raton y luego se infectaron con el virus LCM. A continuation, a 
los fibroblastos infectados se les superpuso una preparation de celulas 
esplenicas de un raton que se habian infectado con el virus LCM siete 
dias antes. La espera de siete dias dio tiempo al sistema inmunitario del 
animal para generar CTL contra las celulas infectadas con el virus. Los 
CTL se concentraron en el bazo del animal infectado. Para vigilar la 
efectividad del ataque de los CTL en las celulas L cultivadas, primero 
las celulas L se marcaron con un radioisotopo de cromo ( 51 Cr). El 51 Cr 
se usa como marcador de la viabilidad celular: mientras la celula siga 
viva, el radioisotopo permanece dentro de la celula. En caso que una 
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Cuadro 1 


Actividad citotoxica de celulas esplenicas 
de varias cepas de ratones inyectados siete 
dfas antes con virus LCM en monocapas 
de celulas L de raton C 3 H(H-2 k ) infectadas 
con LCM o normales 




Tipo 

H-2 

/ de 51 

CR liberado 

Exp. 

Cepa de raton 

Infectadas 

Normales 

1 

CBA/H 

k 

65.1+3.3 

17.2 + 0.7 


Balb/C 

d 

17.9 + 0.9 

17.2 + 0.6 


CB57B1 

b 

22.7 + 1.4 

19.8 + 0.9 


CBA/H x C57B1 

k/b 

56.1 + 0.5 

16.7 + 0.3 


CBS7B1 x Balb/C 
nu / + o +/+ 
nu/nu 

b/d 

24.8 + 2.4 

42.8 + 2.0 
23.3 + 0.6 

19.8 + 0.9 

21.9 + 0.7 

20.0 + 1.4 

2 

CBA/H 

k 

85.5 + 3.1 

20.9 ± 1.2 


AKR 

k 

71.2 + 1.6 

18.6 + 1.2 


DBA/2 

d 

24.5 ± 1.2 

21.7 + 1.7 

3 

CBA/H 

k 

77.9+2.7 

25.7 + 1.3 


C3H/HeJ 

k 

77.8 + 0.8 

24.5 ± 1.5 


Reimpreso con autorizacion de R. M. Zinkernagel y R C. Doherty, Nature 248:701, 
1974. © 1974, Macmillan Magazines Ltd. 


celula se destruyera por action de un CTL durante el experimento, el 
51 Cr se libera al medio. 

Zinkernagel y Doherty encontraron que el nivel de actividad de 
los CTL contra los fibroblastos cultivados (medida por la liberation 
de !1 Cr) dependia de los genotipos relativos de los fibroblastos y las 
celulas esplenicas (cuadro l). 2 Todos los fibroblastos empleados para 
obtener los datos mostrados en el cuadro 1 se obtuvieron de una cepa 
endogamica de ratones homocigotos para el alelo H-2* en el locus 
H-2. Cuando se prepararon las celulas esplenicas de ratones con un 
alelo H-2* (p. ej., cepas de ratones CBA/H, AKR y C3H/HeJ), las 
celulas L se destruyeron. Sin embargo, las celulas esplenicas tomadas 
de ratones que tenian alelos H-2 4 o H-2* 2 en este locus no pudieron 
destruir a los fibroblastos infectados. (El 51 Cr liberado es casi el mismo 
cuando se emplean fibroblastos no infectados en la prueba, como se 
muestra en la columna derecha del cuadro 1.) 

Fue indispensable demostrar que los resultados no eran peculia- 
res a los ratones que tenian alelos H-2*. Para hacer esta comproba- 


cion, Zinkernagel y Doherty probaron celulas esplenicas activadas con 
LCMV de ratones H-2 4 contra varios tipos de celulas infectadas. De 
nueva cuenta, los CTL solo pudieron destruir a las celulas infectadas 
con el mismo genotipo H-2, en este caso H-2 4 . Estos estudios propor- 
cionaron la primera evidencia de que las moleculas MHC en la super- 
ficie de una celula infectada limitan sus interacciones con las celulas T. 
Se dice que la funcion de la celula T esta restringida por MHC. 

Estos y otros experimentos durante el decenio de 1970 llevaron a 
formular preguntas sobre el papel de las proteinas MHC en la funcion 
de las celulas inmunitarias. Mientras tanto, otra linea de investigation 
se enfoco en el mecanismo por el cual las celulas T se estimulan por 
antigenos particulares. Los estudios indicaron que las celulas T res- 
ponden al antigeno unido con la superficie de otras celulas. Se presu- 
mio que el antigeno presentado estaba tan solo unido a la superficie 
de la celula presentadora de antigeno (APC) proveniente del medio 
extracelular. A mediados del decenio de 1970 y principios del de 1980, 
los estudios de Alan Rosenthal de los NIH, de Emil Unanue de la 
Harvard University y de otros investigadores demostraron que la APC 
tiene que interiorizar el antigeno y someterlo a algun tipo de proce- 
samiento para que pueda estimular la proliferation de celulas T. La 
mayoria de estos estudios se realizaron en cultivos celulares con celulas 
T activadas por macrofagos que se habian expuesto a bacterias, virus u 
otro material ajeno. 

Una de las maneras para distinguir entre un antigeno que tan solo 
esta unido con la superficie de la APC y el antigeno que se proceso 
mediante actividades metabolicas consiste en comparar los fenome- 
nos que pueden ocurrir a bajas temperaturas (p. ej., 4°C) en las que 
se bloquean los procesos metabolicos con los fenomenos que ocurren 
en temperaturas corporales normales. En uno de estos experimentos 
iniciales se incubaron macrofagos con antigeno durante una hora a 4 
o 37°C y luego se probo su capacidad para estimular a las celulas T 
preparadas a partir de ganglios linfaticos. 3 En presencia de concen- 
traciones bajas de antigeno, los macrofagos tenian una efectividad casi 
10 veces mayor para estimular a las celulas T a 37°C respecto de 4°C, 
lo que sugiere que el procesamiento del antigeno requiere actividades 
metabolicas activas. El tratamiento de las celulas con azida de sodio, un 
inhibidor de la oxidasa de citocromo, tambien inhibio la aparicion del 
antigeno en la superficie de las celulas T, lo que indica que la presenta¬ 
tion de antigeno requiere energia metabolica. 4 

Los experimentos posteriores realizados por Kirk Ziegler y Emil 
Unanue suministraron evidencia de que se producia un secuestro de los 
antigenos extracelulares, los cuales se llevaban al interior del macro- 
fago por endocitosis para liberarlos en el compartimiento lisosomico 
de la celula. 5 Una forma de averiguar si los lisosomas participan en un 


Cuadro 2 


Inhibition de la presentation de antigeno con NH 4 CL y cloroquina 





NH 4 Cl (10 mM) 

Cloroquina (0.1 mM) 


Control 

Observado 

Inhibition 

Observado 

Inhibition 

Prueba 

<%) 

(%) 

(%) 

(%) 

(%) 

Captation del antigeno 

15 + 1 

13+2 

13 

15+2 

0 

Ingestion del antigeno 

66 + 2 

63+2 

5 

67 + 6 

-2 

Catabolismo del antigeno 

29 + 4 

13 + 3 

55 

14 + 6 

52 

Union celula T-macrofago 

antes de la manipulation 

70 + 7 

26 + 8 

63 

30 + 8 

57 

del antigeno 

despues de la manipulation 

84 + 8 

70 + 11 

17 

60 + 10 

24 

del antigeno 


Fuente: H. K. Ziegler y E.R. Unanue. Proc Nat’lAcad Sci USA 79:176,1982. 
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proceso particular consiste en tratar a las celulas con sustancias, como 
el cloruro de amonio o cloroquina, que interrumpen la actividad enzi- 
matica lisosomica. Estos dos agentes elevan el pH del compartimiento 
lisosomico, lo cual desactiva a las hidrolasas acidas (pag. 308). El cua- 
dro 2 muestra los efectos de estos tratamientos en el procesamiento y 
presentation del antigeno derivado de la bacteria Listeria monocytoge¬ 
nes. En el cuadro puede verse que ninguna de estas sustancias afecto 
la captation (endocitosis) del antigeno, sino que ambas inhibieron el 
procesamiento del antigeno y su capacidad para estimular la union de 
las celulas T con el macrofago. Estos datos fueron de los primeros en 
sugerir que la fragmentation de los antigenos extracelulares por las 
proteasas lisosomicas puede ser un paso esencial en la preparation de 
los antigenos extracelulares antes de la presentation. 

Otros estudios tambien refirieron a las moleculas MHC en la 
interaction entre las APC y las celulas T. En una serie de experimentos, 
Ziegler y Unanue trataron a los macrofagos con anticuerpos dirigidos 
contra las proteinas MHC codificadas por el locus H-2. Encontraron 
que estos anticuerpos no tenian efecto en la captation o catabolismo 
del antigeno, 6 pero impedian que los macrofagos interactuaran con las 
celulas T. 7 La inhibition de la union de las celulas T con los macrofagos 
se producia aun cuando los macrofagos se expusieran a los anticuerpos 
antes de agregar el antigeno. 



La evidencia de estos y muchos otros estudios indico que la inter¬ 
action entre una celula T y un macrofago dependia del reconoci- 
miento de dos componentes en la superficie de la celula presentadora 
de antigeno: el fragmento de antigeno que se mostraba y una molecula 
MHC. Sin embargo, no habia una imagen clara de la forma en que se 
relacionaban el fragmento de antigeno y la molecula MHC. Se con- 
sideraron probables dos modelos de reconocimiento de antigeno. De 
acuerdo con uno, las celulas T tienen dos receptores distintos, uno para 
el antigeno y otro para la proteina MHC. De acuerdo con el otro, un 
solo receptor de la celula T reconoce la proteina MHC y el peptido 
antigenico en la superficie de la APC al mismo tiempo. El consenso 
comenzo a inclinarse en favor del modelo de un solo receptor cuan¬ 
do la evidencia empezo a seiialar una relation fisica entre las protei¬ 
nas MHC y los antigenos presentados. Por ejemplo, en un estudio se 
demostro que el antigeno que habian procesado las celulas T podia 
aislarse como un complejo con proteinas MHC. 8 En este experimento, 
las celulas T cultivadas tomadas de ratones H-2* se incubaron duran¬ 
te 40 min con un antigeno marcado con radiactividad. Despues del 
periodo de incubation, se prepare el antigeno procesado a partir de las 
celulas y se paso por una columna que contenia cuentas cubiertas con 
anticuerpos dirigidos contra las proteinas MHC. Cuando las cuentas 
se cubrieron con anticuerpos dirigidos contra la proteina H-2*, una 
molecula MHC presente en las celulas T, se adhirieron grandes can- 
tidades de antigeno radiactivo a las cuentas, lo que indico la relation 
del antigeno procesado con la proteina MHC. Si las cuentas se cubrian 
con anticuerpos contra la proteina H-2 4 , una proteina MHC ausente 
de las celulas T, la columna quedaba con una cantidad relativamente 
baja de radiactividad. 

Despues de estos experimentos iniciales, los investigadores des- 
viaron su atencion hacia la estructura atomica de las moleculas que 



FIGURA 1 a) Representation esquematica de una molecula MHC clase I, 
en este caso la proteina humana HLA-A2. La molecula consiste en dos 
subunidades: una cadena pesada formada por tres dominios (oq, Oq y CX 3 ) y 
una cadena fLm. La portion de la cadena pesada que cruza la membrana se 
conectaria con el polipeptido en el sitio marcado C (por la termination C 
de la portion restante). Los enlaces disulfiiro se indican como dos esferas 
conectadas. La hendidura para union con el peptido se muestra en la parte 
superior del dibujo, entre los segmentos helicoidales alfa de los dominios 


Cq y oq de la cadena pesada. b) Representation esquematica del saco para 
union con peptido de la proteina MHC vista desde la parte superior de la 
molecula. La parte inferior del saco esta recubierta por hojas beta (flechas 
naranja-purpura) y las paredes por las helices alfa (verde). El dominio 0C 1 se 
muestra en naranja y verde claro; el dominio oq aparece en purpura y verde 
oscuro. (Reimpresa con autorizacion de R J. Bjorkman, et al. Nature 
329:508,509,1987; © 1987, Macmillan Magazines Ltd.) 
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intervenian en las interacciones de la celula T. En lugar de utilizar 
moleculas MHC clase II en las superficies de los macrofagos, los estu- 
dios estructurales habian examinado moleculas MHC clase I del tipo 
que se encuentra en la superficie de las celulas infectadas con virus. 
El primer retrato tridimensional de una molecula MHC se publico 
en 1987 y se baso en estudios cristalograficos con rayos X realizados 
por Don Wiley y sus colegas de la Harvard University . 9 Los sucesos 
que llevaron a este descubrimiento se exponen en la referencia 10. Las 
moleculas MHC clase I consisten en: a) una cadena pesada con tres 
dominios extracelulares (oq, CX 2 y CX 3 ) y un solo segmento que cruza 
la membrana y b) un polipeptido invariable |3 2 m (vease fig. 17-21). 
Wiley y sus colegas examinaron la estructura de la porcion extracelular 
(soluble) de la molecula MHC (otj, a 2 , a 3 y (I 2 m) despues de retirar el 
ancla transmembranosa. La figura la muestra un modelo de la estruc¬ 
tura observada, con la porcion externa (con el antigeno) de la proteina 
formada por los dominios oq y a 2 . En este modelo puede verse que 
las superficies internas de estos dominios forman las paredes de una 
hendidura profunda de unos 25 A de largo y 10 A de ancho. Esta es 
la hendidura que actua como sitio de union para los peptidos produ- 
cidos por el procesamiento de antigenos en el citoplasma. Como se 
muestra en la figura lb, los lados del saco de union con antigeno estan 
recubiertos por helices alfa de los dominios oq y a 2 , y el fondo del saco 
esta recubierto con la hoja beta que se extiende desde estos mismos 
dominios a traves de la linea media. Se cree que las helices forman 
paredes laterales relativamente flexibles que permiten que los peptidos 
con secuencia diferente se unan en la hendidura. 

Los estudios cristalograficos con rayos X subsiguientes descri- 
bieron la manera en que se situan los peptidos dentro del saco para 



(a) (b) 

FIGURA 2 Modelos tridimensionales de un peptido (mostrado como estruc¬ 
tura con esferas y barras) unido dentro del saco para union con antigeno de 
una proteina MHC clase I de raton (1T-2K 3 )- El peptido en a posee ocho 
residuos de aminoacidos; el peptido en b esta formado por nueve residuos. 
Los peptidos se ven incrustados en la profimdidad de la hendidura de union 
de MHC. (Reimpresa con autorizacion de Masazumi Matsumu- 
ra, Daved H. Fremont, Per A. Peterson y Ian A. Wilson, Science 
257:932,1992. © 1992, American Association for the Advancement 
of Science.) 


union con MHC. En uno de estos estudios se identified la disposition 
espacial de varios peptidos procesados en forma natural que se situan 
dentro del saco para union de antigenos de una sola molecula MHC 
clase I (HLA-B27). 11 Las columnas de todos los peptidos unidos con 
HLA-B27 comparten una sola conformation extendida que recorre 
toda la longitud de la hendidura de union. Las terminaciones N y C 
de los peptidos tienen una position precisa mantenida por numerosos 
enlaces de hidrogeno en ambos extremos de la hendidura. Los enlaces 
de hidrogeno unen el peptido con varios de los residuos conservados 
en la molecula MHC que son parte de ambos lados y el fondo de la 
hendidura de union. 

En otro estudio clave, Ian Wilson y sus colegas del Scripps Research 
Institute en La Jolla, California, informaron sobre la estructura cristalo- 
grafica por rayos X de una proteina MHC clase I de raton en complejo 
con dos peptidos de longitud diferente. 12,13 La estructura general de la 
proteina MHC de raton es similar a la de la proteina MHC humana 
mostrada en la figura la. En ambos casos, los peptidos estan unidos 
en su conformation extendida en la profundidad de la hendidura de 
union de la molecula MHC (fig. 2). Esta conformation extendida per- 
mite muchas interacciones entre las cadenas colaterales de la molecula 
MHC y la columna del peptido unido. Como MHC interactua sobre 
todo con la columna del peptido en lugar de sus cadenas laterales, hay 
muy pocas restricciones en los residuos de aminoacidos particulares 
que pueden encontrarse en varios sitios del saco de union. Como resul- 
tado, cada molecula MHC puede unirse con un conjunto diverso de 
peptidos antigenicos. 

Un complejo MHC-peptido que sobresale de la superficie de una 
celula infectada solo representa la mitad del reconocimiento inmuni- 
tario; la otra mitad esta representada por el receptor de la celula T 
(TCR) que sobresale de la superficie de la celula T citotoxica. Durante 
mas de un decenio ha sido evidente que un TCR puede reconocer de 
alguna manera MHC y su peptido contenido, pero la manera en que 
esto ocurre permanecia incierta para los investigadores por las dificul- 
tades para preparar cristales de proteina del TCR adecuados para la 
cristalografia por rayos X. A1 final, estas dificultades se resolvieron, y en 
1996 Wiley y los Laboratorios Wilson publicaron documentos en los 
que presentaban un retrato tridimensional de la interaction entre un 
peptido-MHC yTCR. 14,15 

La estructura general del complejo formado entre las dos protei- 
nas se muestra en la figura 3, en la que las columnas de los polipeptidos 
se presentan como tubos. La fotografia que inicia el capitulo en la pagi- 
na 693 ofrece un modelo espacial de un complejo similar. 

La estructura que se muestra en la figura 3 presenta las porciones 
de las proteinas que se proyectan entre un CTL y una celula hospeda- 
dora infectada por un virus. La mitad inferior de la imagen muestra la 
estructura y orientation de la molecula MHC clase I con un antigeno 
peptidico extendido (amarillo-verde) incrustado en el saco de union 
de la proteina. La mitad superior de la imagen muestra la estructura 
y orientation del TCR. Como se indica en la figura 17-18 b, un TCR 
consiste en cadenas polipeptidicas alfa y beta, cada una formada por 
una porcion variable (V) y una constante (C). A1 igual que las inmu- 
noglobulinas (fig. 17-13), la porcion variable de cada subunidad del 
TCR contiene regiones que son muy variables (hipervariables). Las 
regiones hipervariables forman las asas sobresalientes (mostradas como 
segmentos coloreados de los dos polipeptidos TCR en la figura 3) que 
se ajustan sobre el extremo exterior del complejo MHC-peptido. Las 
regiones hipervariables se conocen como regiones determinantes de la 
complementariedad o CDR porque establecen las propiedades de union 
del TCR. Las CDR del TCR interactuan con las helices alfa de los 
dominios Kj y a 2 del MHC, asi como los residuos expuestos del pepti¬ 
do unido. Las CDR centrales del TCR, que tienen la mayor variabili- 
dad de secuencia, interactuan sobre todo con el peptido unido situado 
en el centra, mientras que las CDR externas, que tienen secuencia 
menos variable, lo hacen mas con las helices alfa del MHC. 16 A causa 
de estas interacciones, el TCR cumple sus dos “responsabilidades” de 
reconocimiento: reconoce al peptido unido como antigeno ajeno y a la 
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FIGURA 3 Representation de la interaction entre un complejo MHC-pepti- 
do (en la parte inferior) y unTCR (en la parte superior). Las regiones hiper- 
variables (CDR) del TCR se muestran como asas coloreadas que forman 
la interfase entre las dos protefnas. El peptido unido (P1-P8) se muestra 
en amarillo-verde situado dentro de la hendidura de union de la molecula 
MHC clase I. Las columnas de los peptidos se representan como tubos. 
(Reimpresa con autorizacion de K. Christopher Garcia et al., por 
cortesia de Ian Wilson, Science 274:217, 1996; © 1996, American 
Association for the Advancement of Science.) 


MHC como protefna propia. (Se puede encontrar information sobre 

estudios recientes de las estructuras adicionales TCR-peptido-MHC 

en las referencias 17 a 19.) 
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SINOPSIS 


Los vertebrados estan protegidos de la infection por las reacciones 
inmunitarias de celulas que pueden distinguir entre materiales que 
se “supone” deben estar ahi (“propios”) y los que no deben estarlo 
(ajenos o “no propios”). Las respuestas innatas son rapidas, pero care- 
cen de especificidad, mientras que las reacciones inmunitarias adap- 
tativas son muy especificas, pero requieren un periodo de espera de 
varios dias. Las respuestas innatas las realizan las celulas fagociticas que 
vigilan el cuerpo; estas son moleculas que se encuentran en la sangre 
(complemento) y pueden destruir celulas bacterianas, proteinas anti- 
viricas (interferones) y celulas destructoras naturales que hacen que las 
celulas infectadas se sometan a la apoptosis. Se pueden distinguir dos 
amplias categorias de inmunidad adaptativa: a) inmunidad humoral 
(sanguinea), mediada por anticuerpos que producen celulas derivadas 
de los linfocitos B (celulas B) y b) inmunidad mediada por celulas, a 
cargo de los linfocitos T (celulas T). Las celulas B y T derivan de la 
misma celula primordial, que tambien da origen a otros tipos de celulas 
sanguineas (pag. 694). 

Las celulas del sistema inmunitario se desarrollan por selection clo¬ 
nal. Durante su desarrollo, cada celula B se compromete con la produc¬ 
tion de solo una especie de molecula de anticuerpo, que al principio se 
presenta como un receptor de antigeno en la membrana plasmatica de 
la celula. El compromiso de la celula B ocurre en ausencia de antigeno, 
por lo que todo el repertorio de celulas productoras de anticuerpos ya 
esta presente antes de la estimulacion con un antigeno. Cuando una sus- 
tancia extrana aparece en el cuerpo, funciona como antigeno mediante 
la interaction con las celulas B que contienen anticuerpos unidos con 
su membrana, capaces de unirse con esa sustancia. Las actividades de 
union con antigeno de la celula B inducen su proliferation y forman un 
cion de celulas que se diferencian en celulas plasmaticas productoras 
de anticuerpos. De esta manera, el antigeno selecciona las celulas B 
que producen anticuerpos capaces de interactuar con el. Algunas de 
las celulas B seleccionadas por el antigeno permanecen como celulas 
de memoria no diferenciadas que responden con rapidez si el antigeno 
ingresa de nueva cuenta. Las celulas B cuyos receptores de antigeno son 
capaces de reaccionar con los propios tejidos del cuerpo se desactivan o 
se eliminan, lo que hace que el cuerpo desarrolle tolerancia inmunitaria 
hacia si mismo (pag. 697). 

Los linfocitos T reconocen a los antigenos mediante sus receptores 
de celulas T (TCR). Las celulas T pueden dividirse en dos subclases 
distintas: celulas T colaboradoras (celulas T H ) que activan a celu¬ 
las B y linfocitos T citotoxicos (CTL) que destruyen celulas ajenas 
o infectadas, y las celulas T reguladoras (celulas TR eg ), que por lo 
general suprimen otras celulas T. A diferencia de las celulas B que se 
activan por antigenos solubles intactos, las celulas T se activan por frag¬ 
ments de antigenos que se presentan en las superficies de otras celulas, 
las celulas presentadoras de antigeno (APC). Aunque cualquier celula 
infectada puede activar un CTL, solo las APC profesionales, como los 
macrofagos y las celulas dendriticas, que funcionan en la ingestion y 
procesamiento de antigenos, pueden activar a las celulas T H . Las celu¬ 
las T citotoxicas aniquilan a las celulas bianco mediante la secretion 
de proteinas que hacen permeable la membrana de la celula bianco e 
inducen la apoptosis de esta (pag. 701). 

Los anticuerpos son proteinas globulares llamadas inmunoglobu- 
linas (Ig) que se forman con dos tipos de cadenas polipeptidicas: 


cadenas pesadasy ligeras. Los anticuerpos se dividen en varias clases 
(IgA, IgG, IgD, IgE e IgM), segun sea su cadena pesada. Las cade¬ 
nas pesadas y ligeras consisten en: a) regiones constantes (C), que 
son aquellas cuya secuencia de aminoacidos es identica en todas las 
cadenas pesadas y ligeras de una clase determinada, y b) regiones 
variables (V), que son aquellas cuya secuencia varia de una especie 
de anticuerpo a otra. Las diferentes clases de anticuerpos aparecen 
en distintos momentos despues de la exposition a un antigeno y tie- 
nen diversas funciones biologicas. La IgG es la forma predominante 
de anticuerpo en la sangre. Cada molecula de IgG con forma de Y 
contiene dos cadenas pesadas identicas y dos cadenas ligeras identicas. 
Los sitios para combination con antigeno se forman por la relation de 
la region V de una cadena ligera con la region V de una cadena pesada. 
En las regiones V se incluyen las regiones hipervariables que consti- 
tuyen las paredes del sitio de combination con antigeno (pag. 703). 

Los receptores para antigenos de las celulas B y T estan codifica- 
dos por genes producidos mediante recombination del DNA. Cada 
region variable de una cadena ligera de Ig se forma de dos segments de 
DNA (un segmento V y uno J) que se unen, mientras que cada region 
variable de una cadena pesada de Ig se compone de tres segmentos 
unidos (segmentos V, J y D). La variabilidad es resultado de la union de 
diferentes genes V con distintos genes J en diferentes celulas producto¬ 
ras de anticuerpos. Se logra una variabilidad aun mayor por la insertion 
enzimatica de nucleotidos y la variation en el sitio de union V-J. Se 
estima que un individuo puede sintetizar mas de 2 000 especies distin¬ 
tas de cadenas ligeras kappa y 100 000 especies de cadenas pesadas, las 
cuales pueden combinarse al azar para formar mas de 200 millones de 
anticuerpos. Se obtiene mas diversidad aun en las celulas productoras 
de anticuerpos mediante la hipermutacion somatica en la que los genes 
V recombinados experimentan un ritmo de mutation mucho mayor al 
del rest del genoma (pag. 706). 

Las APC captan antigenos, los ffagmentan en peptidos cortos y los 
combinan con proteinas codificadas por el complejo mayor de his- 
tocompatibilidad (MHC) para presentarlos a las celulas T. Las pro¬ 
teinas del MHC pueden subdividirse en dos clases: moleculas de clases 
I y II. Las moleculas MHC de clase I presentan sobre todo peptidos 
derivados de proteinas citosolicas endogenas, incluidas las derivadas 
de un virus infectante. Casi todas las celulas del cuerpo pueden pre- 
sentar peptidos mediante las moleculas MHC clase I a los linfocitos T 
citotoxicos. Si el TCR del CTL reconoce un peptido ajeno presentado 
por una celula, CTL se activa para destruir a la celula bianco. Las 
APC profesionales, que incluyen a los macrofagos y celulas dendriti¬ 
cas, presentan peptidos combinados con las moleculas MHC clase II. 
Los TCR de la superficie de las celulas T H reconocen los complejos 
MHC-peptido de las celulas presentadoras de antigeno. Las celulas 
colaboradoras que se activan por antigenos presentados por una APC 
se relacionan luego con las celulas B y las activan. Los receptores de 
antigeno de estas celulas (BCR, consistentes en inmunoglobulinas) 
reconocen el mismo antigeno. Las celulas T colaboradoras estimulan a 
las celulas B mediante interaction directa y por secretion de citocinas. 
La activation de una celula T por un TCR conduce a la estimulacion 
de proteintirosincinasas dentro de la celula T, lo que a su vez conduce 
a la activation de varias vias de serialization, incluida la activation de 
Ras y la cascada de cinasa de MAP, asi como la activation de la fosfo- 
lipasa C (pag. 709). 
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A causa del tamano tan pequeno del tema de estudio, la biologla celular y 
molecular depende mas del desarrollo de nuevos instrumentos y tecnologlas 
que cualquier otra rama de la biologla. Por consiguiente, es diflcil aprender 
acerca de la biologla celular y molecular sin aprender tambien respecto a la tecnologia 
que se requiere para reunir datos. En este capltulo se revisan los metodos que se 
emplean mas a menudo en este campo sin profundizar mucho en los detalles y varia- 
ciones que se usan. Los objetivos de este capltulo son: describir las formas en que se 
utilizan las diversas tecnicas y presentar ejemplos de los tipos de informacion que 
pueden obtenerse mediante estas tecnicas. Se comienza con el instrumento que per- 
mitio a los biologos descubrir la existencia de celulas, con lo que se establece un 
punto de partida para toda la informacion que se presenta en este libro. • 


Uso de lajluorescencia de doble marcapara seguir los acontecimientos dindmicos dentro de organelos celula- 
res. Las cisternas de Golgi de una celula de levadura en gemacion no se organizan enpilas bien definidas 
como en la mayoria de las celulas eucariotas, sino que estdn dispersas en el citoplasma. Cada una de las 
estructuras ovaladas intensamente coloreadas es una cisterna individual, en la que el color se debe a la 
localization de moleculas de protetna con tincion fluorescente. Las cisternas de color verde contienen una 
proteina marcada con GFP (Vrg4) que interviene en las actividades iniciales del aparato de Golgi, mien- 
tras que las cisternas de color rojo contienen una protetna marcada con DsRed (Sec7) que participa en 
actividades tardtas de dicho complejo. Esta serie de micrografias revela la compositionproteinica de cister¬ 
nas individuales durante un lapso aproximado de 13 min (el tiempo transcunido se indica en el dngulo 
inferior izquierdo). La punta de flecha y la flecha senalan dos de estas cisternas todo el tiempo. Estas dos 
cisternas se automicrografiaron en lasfilas inferiores de micrografias. En esta serie se aprecia que la compo¬ 
sition proteinica de una cisterna individual cambia con el tiempo de una con proteinas de Golgi “tempranas" 
(verde) a otra con proteinas de Golgi “tardtas ” (rojo). Estos descubrimientos dan apoyo visual directo al 
modelo de maduracion de las cisternas que se analiza en lapdgina 296. (Reimpresa con autorizacion 
de Eugene Losev, et al., cortesi'a de Benjamin S. Glick; Nature 441:1004,2006; © 2006, 
Macmillan Magazines Ltd.) 
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Capitulo 18 TECNICAS EN BIOLOGIA CELULAR Y MOLECULAR 


18.1 EL MICROSCOPIC OPTICO _ 

Los microscopios son instrumentos que producen una 
imagen aumentada de un objeto. La figura 18-1 muestra los 
componentes principales de un microscopio optico compuesto. 
Una fuente de luz, que puede ser externa al microscopio o estar 
incluida en su base, ilumina la muestra. La lente condensadora 
subyacente reune los rayos difusos de la fuente de luz e ilumina 
el especimen con un pequeno cono de luz brillante que permite 
ver las partes muy pequenas del especimen despues de la magni¬ 
fication. Los rayos de luz enfocados en la muestra por la lente 
condensadora se reciben en la lente del objetivo del micros¬ 
copio. 

A partir de este punto es necesario considerar dos conjun- 
tos de rayos luminicos que entran a la lente del objetivo: los que 
ya altero el especimen y los que no modified (fig. 18-2). Este 
ultimo grupo se refiere a la luz proveniente del condensador que 
pasa en forma directa a la lente del objetivo y constituye la luz de 
fondo del campo visual. El primer grupo de rayos luminicos 
emana de las multiples partes del especimen. La lente del obje¬ 
tivo enfoca estos rayos de luz para formar una imagen real y 
magnificada del objeto dentro de la columna del microscopio 
(fig. 18-1). Un segundo sistema de lentes, la lente ocular, emplea 
la imagen formada por la lente del objetivo como objeto para 
formar una imagen virtual y aumentada. Un tercer sistema de 
lentes localizado en la parte frontal del ojo utiliza la imagen 
virtual producida por la lente ocular como objetivo para produ¬ 
ct una imagen real en la retina. Cuando el tornillo de enfoque 
del microscopio de luz se gira,la distancia relativa entre la mues¬ 
tra y la lente del objetivo cambia, lo que permite que la imagen 
final se enfoque con exactitud en el piano de la retina. La mag¬ 
nification total obtenida por el microscopio es el producto de las 
magnificaciones logradas por la lente del objetivo y la lente del 
ocular. 


Resolucion 

Hasta este punto solo se considero la magnification de un obje¬ 
to sin prestar atencion a la calidad de la imagen producida, o sea, 
a la extension en la que los detalles del especimen se conservan 
en la imagen. Supongase que se mira una estructura en el 
microscopio con una lente de objetivo relativamente potente (p. 
ej., 63X) y una lente ocular que amplifica la imagen del objetivo 
cinco veces mas (un ocular 5X). Asumase que el campo esta 
compuesto por cromosomas y es importante identificar el nume- 
ro que hay, pero algunos estan muy cerca unos de los otros y no 
pueden distinguirse como estructuras separadas (fig. 18-3a). 
Una solution al problema podria ser cambiar los oculares para 
incrementar el tamano de los objetos que se observan. Si se cam- 
biara de un ocular 5X a uno 10X, lo mas probable es que la 
capacidad para contar el numero de cromosomas aumentara (fig. 
18-3$) porque ahora la imagen de los cromosomas producida 
por la lente del objetivo se extiende sobre una parte mas grande 
de la retina. Mientras mas fotorreceptores proporcionen infor¬ 
mation respecto a la imagen, mas detalles pueden verse (fig. 
18-4). Sin embargo, si se cambia a un ocular 20X, no es proba¬ 
ble que se perciban mas detalles aunque la imagen sea mas gran¬ 
de (fig. 18-3r), es decir, que ocupe mas superficie retiniana. El 
cambio de ocular no brinda mas information porque la imagen 



Lente del ocular 


Lente del objetivo 
Especimen 


Lente del condensador 


Fuente de luz 


FIGURA 18-1 Diagrama de un corte a 1 raves de un microscopio optico com¬ 
puesto, es decir, un microscopio que tiene lentes tanto de objetivo como 
ocular. 



(■ ■ ■) Rayos de luz que forman la imagen 
( — ) Luz de fondo del campo 

FIGURA 18-2 Trayectos que siguen los rayos de luz que forman la imagen 
del especimen y los que forman la luz de fondo del campo. Los rayos de 
luz del especimen se enfocan en la retina, mientras que los rayos del fondo 
estan fuera de foco, con lo que se produce un campo brillante difuso. Como 
se explica mas adelante en el texto, el poder de resolucion de una lente de 
objetivo es proporcional al seno del angulo alfa (a). Las lentes con mayor 
poder de resolucion tienen longitudes focales mas cortas,lo que significa que 
el especimen se situa mas cerca de la lente de objetivo cuando se enfoca. 
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(a) (b) (c) 

FIGURA 18-3 Magnification contra resolution. La transition dr a a r pro- 
porciona al observador una mayor magnification y resolution, mientras que 
la transition de b a c solo produce una mayor magnification (magnification 
vacfa). De hecho la calidad de la imagen se deteriora conforme la magnifi¬ 
cation vatia aumenta. 


producida por el objetivo no tiene mas detalles que aumentar 
con el mayor poder del ocular. El segundo cambio en el ocular 
solo brinda magnification vatia (como en la figura 18-3r). 

La calidad optica de una lente del objetivo se mide por la 
extension en la que pueden discriminarse, o resolverse, los deta¬ 
lles finos de una muestra. La difraccion limita la resolution que 
se obtiene con un microscopio. A causa de la difraccion, la luz 
que emana de un punto del especimen nunca puede verse como 
un punto en la imagen sino solo como un pequeno disco. Si los 
discos producidos por dos puntos cercanos se superponen, 
los puntos no pueden distinguirse en la imagen (como en la 
figura 18-4). Por tanto, el poder de resolution de un microscopio 
puede definirse en terminos de la capacidad para ver dos puntos 
vecinos en el campo visual como dos entidades distintas. El 
poder de resolution de un microscopio esta limitado por la lon- 
gitud de onda de la iluminacion de acuerdo con la ecuacion 

j _ 0.61 A 
n sen a 

donde d es la distancia minima que debe separar dos puntos en 
el especimen para resolverse, lambda (X) es la longitud de onda 
de la luz (527 nm para la luz blanca) y n es el indice refractivo 
del medio presente entre el especimen y la lente del objetivo. 
Alfa (a) es igual a la mitad del angulo del cono de luz que entra 
a la lente del objetivo, como se muestra en la figura 18-2. Alfa es 
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^ Fotorreceptor no estimulado 


FIGURA 18-4 El poder de resolucion del ojo. Ilustracion de la relation entre 
la estimulacion de los fotorreceptores individuales (izquierda) y la imagen 
que se percibirfa (derecha). Este diagrama ilustra el valor de que la ima¬ 
gen caiga sobre una superficie lo bastante grande de la retina. 


una medida de la capacidad de reunion de luz de la lente y man- 
tiene una relation directa con su abertura. 

El denominador de la ecuacion en la columna 1 se conoce 
como abertura numerica (. NA .). La abertura numerica es una 
constante para cada lente, una medida de sus calidades para 
reunir luz. La N.A. maxima posible para un objetivo que se dise- 
na para usarlo en el aire es 1.0 porque el seno del maximo angu¬ 
lo posible de alfa, 90°, es 1, y el indice refractivo del aire es 1.0. 
Para un objetivo disenado para sumergirse en aceite, la N.A. 
maxima posible se acerca a 1.5. Como regia practica general, la 
mayor magnification util de un microscopio fluctua entre 500 
y 1000 veces la abertura numerica de la lente del objetivo que se 
utilice. Los intentos para aumentar la imagen despues de este 
punto producen magnification vatia y la calidad de la imagen 
se deteriora. Una abertura numerica alta se logra con lentes 
que tienen una distancia focal corta, lo que permite colocar la 
lente muy cerca del especimen. 

El limite de resolution del microscopio optico puede esta- 
blecerse si se sustituye la longitud de onda minima posible de 
iluminacion y la mayor abertura numerica posible en la ecuacion 
previa. Cuando estas sustituciones se hacen, se obtiene un valor 
un poco menor de 0.2 |im (o 200 nm), que es suficiente para 
observar organelos celulares grandes, como los nucleos y las 
mitocondrias. En cambio, el limite de resolucion del ojo desnu- 
do, que tiene una abertura numerica cercana a 0.004, se aproxi- 
ma a 0.1 mm (0.0036 pulg). 

Ademas de estos factores teoricos, el poder de resolucion 
tambien depende de los defectos opticos, o aberraciones. Existen 
siete aberraciones opticas importantes y constituyen las limita- 
ciones que los fabricantes de lentes deben veneer para producir 
lentes de objetivo cuyo poder de resolucion real se aproxime a 
los limites teoricos. El objetivo esta hecho con una serie comple- 
ja de lentes, en lugar de una sola lente convergente, a fin de eli- 
minar estas aberraciones. Por lo general una unidad de lente 
proporciona la magnification requerida, en tanto que las demas 
compensan los errores de la primera para brindar una imagen 
general corregida. 


Visibilidad 

En el lado mas practico de la microscopia de los limites de la 
resolucion se encuentra el tema de la visibilidad ', que se refiere a 
los factores que en realidad permiten observar un objeto. Esto 
podria parecer un asunto trivial; si el objeto esta ahi, puede verse. 
Considerese el caso de una cuenta de vidrio transparente. Bajo 
la mayoria de las condiciones, contra casi todos los fondos, la 
cuenta se ve con claridad. Sin embargo, si una cuenta de vidrio 
se deja caer en un recipiente con aceite de inmersion con el mis- 
mo indice refractivo que el vidrio, la cuenta desaparece de la 
vista porque ya no afecta la luz de ninguna manera obvia que sea 
distinta al liquido de fondo. Cualquiera que haya pasado tiempo 
buscando una ameba puede apreciar el problema de la visibili¬ 
dad con el microscopio optico. 

Lo que se ve a traves de una ventana o por un microscopio 
son los objetos que afectan la luz de manera distinta al fondo. 
Otro termino para la visibilidad en este sentido de la palabra es 
el contraste, o la diferencia en la apariencia entre las partes 
adyacentes de un objeto o entre un objeto y su fondo. La necesi- 
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dad del contraste puede apreciarse si se consideran las estrellas. 
En tanto que el cielo claro de la noche puede estar lleno de 
estrellas, el mismo cielo durante el dia parece carente de cuerpos 
celestes. Las estrellas desaparecieron de la vista, pero no del cie¬ 
lo. Ya no son visibles contra el fondo mucho mas brillante. 

En el mundo macroscopico, para examinar objetos se hace 
caer la luz sobre ellos y luego se observa la luz que se refleja a los 
ojos del observador. En cambio, cuando se utiliza un microsco- 
pio el especimen se coloca entre la fuente de luz y los ojos, y se 
ve la luz que se transmite a traves del objeto (o en terminos mas 
apropiados, la que difracta el objeto). Si una persona toma un 
objeto, entra a una habitation con una fuente de luz y lo sujeta 
entre la fuente de luz y sus ojos, puede apreciarse parte de la 
dificultad con tal iluminacion; es necesario que el objeto que se 
examina sea casi transparente, o bien, translucido. Aqui radica 
otro aspecto del problema: los objetos que son “casi transparen- 
tes”pueden ser dificiles de ver. 

Una de las mejores formas para hacer que un especimen 
delgado y translucido sea visible al microscopio es tenirlo con 
algun pigmento, que absorba solo ciertas longitudes de onda del 
espectro visible. Las longitudes de onda que no se absorben se 
transmiten al ojo, lo que hace que el objeto tenido parezca colo- 
reado. Los distintos tintes se unen con diferentes tipos de mole- 
culas biologicas, por lo que estos procedimientos no solo 
incrementan la visibilidad del especimen, tambien indican en 
que puntos de la celula o tejido se encuentran los distintos tipos 
de sustancias. Un buen ejemplo es la tincion de Feulgen, que es 
especifica para el DNA (acido desoxirribonucleico); hace que 
los cromosomas se vean coloreados al microscopio (fig. 18-5). 



FIGURA 18-5 La tincion de Feulgen. Este procedimiento de tincion es 
especffico para el DNA, como lo indica la localization del pigmento en los 
cromosomas en esta celula de la punta de la rafz de cebolla que estaba en la 
metafase de la mitosis al momento que se fijo. (Por Ed Reschke/Peter 
Arnold, Inc.) 


Un problema con las tinciones es que casi nunca pueden usarse 
con celulas vivas; por lo general son toxicas o las condiciones de 
tincion son toxicas, o los tintes no penetran la membrana plas- 
matica. Por ejemplo, la tincion de Feulgen requiere la hidrolisis 
del tejido en acido antes de aplicar el pigmento. 

Los diferentes tipos de microscopios opticos usan distintos 
tipos de iluminacion. En un microscopio de campo brillante, el 
cono de luz que ilumina la muestra se ve como fondo brillante 
contra el que la imagen del especimen debe contrastarse. La 
microscopia de campo brillante es ideal para las muestras de alto 
contraste, como los cortes tenidos de tejidos, pero es probable 
que no se obtenga la visibilidad optima para otros espetimenes. 
En las secciones siguientes se consideran varios medios alterna¬ 
tives para hacer que las muestras sean mas visibles en un micros¬ 
copio optico. 

Preparacion de espedmenes 
para microscopia optica 

Los espetimenes a observar en el microscopio optico se dividen 
en dos categorias amplias: monturas completas y cortes. Una 
montura completa es un objeto intacto, ya sea vivo o muerto, y 
puede consistir en un microorganismo entero como un proto- 
zoario o en una pequena parte de un organismo mas grande. La 
mayoria de los tejidos de plantas y animates son demasiado opa- 
cos para su analisis microscopico, a menos que estos se examinen 
como una rebanada muy delgada, o corte. Para preparar un cor- 
te, primero se matan las celulas mediante inmersion del tejido 
en alguna solution quimica llamada fijador. Un buen fijador 
penetra pronto en la membrana celular e inmoviliza todo su 
material macromolecular, de modo que la estructura de la celula 
se mantiene lo mas similar posible a la de la celula viva. Los 
fijadores mas usuales para la microscopia optica son soluciones 
de formaldehido, alcohol o acido acetico. 

Tras la fijacion, el tejido se deshidrata por transferencia a 
traves de una serie de alcoholes y luego se impregna con parafina 
(cera), lo que brinda soporte mecanico durante el proceso de 
corte. La parafina se utiliza como un medio de impregnation 
porque rara vez se disuelve con solventes organicos. Las lamini- 
llas que contienen cortes adherentes de parafina se sumergen en 
tolueno, que disuelve la cera y deja una rebanada delgada de 
tejido unido a la laminilla, donde puede tenirse o tratarse con 
enzimas, anticuerpos u otros agentes. Despues de la tincion se 
coloca un cubreobjetos sobre el tejido con un medio de montaje 
que tenga el mismo indice refractivo que el portaobjetos y el 
cubreobjetos. 


Microscopia con contraste de fase 

Los espetimenes pequenos y no tenidos, como una celula viva, 
pueden ser muy dificiles de ver con un microscopio de campo 
brillante (fig. 18-6 a). El microscopio con contraste de fase tor- 
na mas visibles los objetos muy transparentes (fig. 18-6 b). 
Pueden distinguirse diferentes partes de un objeto porque afec- 
tan la luz de manera distinta cada uno de ellos. Una base de estas 
diferencias es el indice refractivo. Los organelos celulares estan 
constituidos por distintas proporciones de varias moleculas: 





18.1 EL MICROSCOPIO OPTICO 731 




FIGURA 18-6 Comparacion de celulas vistas con diferentes tipos de micros- 
copios opticos. Micrografias opticas de un protista ciliado tal como se 
observa en un campo brillante ( a ) con contraste de fase ( b ) y con optica 
de contraste por interferencia diferencial (DIC) [o de Nomarski (r)]. El 
organismo apenas es visible con la iluminacion de campo brillante, pero se 
ve con claridad en la microscopia con contraste de fase y con DIC. (Micro¬ 
grafias por M. I. Walker/Photo Researchers, Inc.) 


DNA, RNA (acido ribonucleico), proteina, lipido, carbohidrato, 
sales y agua. Es probable que las regiones con composition dife- 
rente tengan indices de refraction distintos. En condiciones 
normales el ojo humano no puede detectar tales diferencias. Sin 
embargo, el microscopio con contraste de fase convierte las dife- 
rencias del indice de refraction en diferencias de intensidad 
(brillantez y oscuridad relativas) que son visibles para el ojo 
humano. Los microscopios con contraste de fase logran esto: 1) 


mediante la separation de la luz directa que entra a la lente del 
objetivo desde la luz difractada que proviene del especimen y 2) 
al hacer que los rayos de luz de estas dos fiientes interfieran unos 
con los otros. La brillantez u oscuridad relativa de cada parte de 
la imagen refleja la forma en que la luz de esa parte del especi- 
men interfiere con la luz directa. 

Los microscopios con contraste de fase son mas utiles para 
examinar componentes intracelulares de celulas vivas con una 
resolution hasta cierto punto alta. Por ejemplo, la movilidad 
dinamica de las mitocondrias, los cromosomas mitoticos y las 
vacuolas puede seguirse y filmarse con este sistema optico. La 
mera observation del modo en que las diminutas particulas y 
vacuolas de las celulas se mueven de un lado a otro al azar dentro 
de una celula viva causa una emotion respecto a la vida que no 
puede obtenerse si se observan celulas muertas y tenidas. El 
mayor beneficio aportado por la invention del microscopio de 
contraste de fase no fue el descubrimiento de nuevas estructuras, 
sino su empleo diario en laboratories de investigation y ense- 
nanza para observar celulas de manera mas reveladora. 

El microscopio de contraste de fase tiene limitaciones opti¬ 
cas que producen perdida de resolution y la imagen se afecta por 
halos que interfieren y sombras producidas en sitios donde el 
indice refractivo experimenta cambios subitos. El microscopio 
de contraste de fase es un tipo de microscopio de interferencia. 
Otros tipos de microscopios de interferencia minimizan estos 
artefactos opticos al lograr una separation completa de los rayos 
directos y difractados con trayectos complejos de luz y prismas. 
Otro tipo de sistema de interferencia, llamado contraste de inter¬ 
ferencia diferencial (DIC), o a veces interferencia de Nomarski en 
honor de su disenador, presenta una imagen que tiene una cali- 
dad tridimensional aparente (fig. 18-6r). El contraste en la 
microscopia DIC depende de la velocidad de cambio del indice 
refractivo en la muestra. En consecuencia, los hordes de las 
estructuras, donde el indice refractivo varia mucho en una dis- 
tancia mas o menos corta, se ven con muy buen cambio. 


Microscopia de fluorescencia (y tecnicas 
relacionadas basadas en la fluorescencia) 

En los dos ultimos decenios, el microscopio optico se ha trans- 
formado de un instrumento disenado principalmente para exa¬ 
minar cortes de tejidos fijos, a un instrumento capaz de mostrar 
los sucesos dinamicos que ocurren a nivel molecular en las celu¬ 
las vivas. En gran medida, estos avances en la visualization de 
celulas vivas han sido posibles gracias a innovaciones en la 
microscopia defluorescencia. Esta ultima permite observar la loca¬ 
lization de determinados compuestos (llamados fluorocromos o 
fluoroforos) que absorben radiation ultravioleta invisible y emi- 
ten porciones de la energia en las longitudes de onda visibles, 
mas largas, un fenomeno que se conoce como fluorescencia. La 
fuente de luz en un microscopio de este tipo produce un rayo de 
luz ultravioleta que viaja por un filtro, el cual bloquea todas las 
longitudes de onda excepto la capaz de excitar el fluorocromo. 
El rayo de luz monocromatica se enfoca en el especimen que 
contiene el fluorocromo, que se excita y emite luz de longitud de 
onda visible para el observador. Como la fuente de luz produce 
solo luz ultravioleta (negra), los objetos tenidos con un fluoro¬ 
cromo parecen tener un color brillante contra un fondo negro, lo 
que brinda un gran contraste. 
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Existen muchas maneras distintas en que los compuestos 
fluorescentes pueden usarse en biologia celular y molecular. En 
una de sus aplicaciones mas usuales, un fluorocromo (como la 
rodamina o la fluorescelna) se une en forma covalente ( conjuga- 
da) con un anticuerpo para producir un anticuerpo fluorescente 
que puede emplearse a fin de establecer la localization de una 
proteina especifica dentro de la celula. Esta tecnica se denomina 
inmunofluorescencia y se ilustra en la micrografia de la figura 
9-29 a. La inmunofluorescencia se describe mejor en la pagina 
776. Los fluorocromos tambien pueden usarse para localizar las 
moleculas de DNA o RNA que contienen secuencias de nucleo- 
tidos especificas, como se describe en la pagina 407 y se ilustra 
en la figura 10-19. En otros ejemplos los fluorocromos se 
emplean para estudiar el tamano de las moleculas que pueden 
pasar entre las celulas (vease fig. 7-33), como indicadores de 
potenciales transmembrana (vease fig. 5-20) o como sondas para 
determinar la concentration de Ca2+ fibre en el citosol (vease 
fig. 15-27). El uso de fluorocromos sensibles al calcio se explica 
en la pagina 646. 

Las proteinas con marca fluorescente tambien pueden uti- 
lizarse para estudiar procesos dinamicos mientras ocurren en 
celulas vivas. Por ejemplo, un fluorocromo especifico puede 
unirse con una proteina celular, como la actina o la tubulina, y la 
proteina con marca fluorescente puede inyectarse en una celula 
viva (como en la figura 9-4). En fechas recientes se emplea 
mucho una tecnica no invasiva que recurre a una proteina fluo¬ 
rescente (proteina verde fluorescente o GFP) de la medusa 
Aequorea victoria como se ilustra en las micrografias iniciales de 
este capitulo en la pagina 121. En la mayoria de estos estudios 
se construye un DNA recombinante en el que la region codifi- 
cadora de la GFP se une con la region codificadora de la protei¬ 
na en estudio. El DNA recombinante se usa para transfectar 
celulas, las cuales sintetizan luego una proteina quimerica que 
contiene GFP fusionada con la proteina en cuestion. El uso 
de la GFP para estudiar la dinamica de la membrana se explica 
en la pagina 278. En todas estas estrategias las proteinas mar- 
cadas participan en las funciones celulares normales y su loca¬ 
lization puede seguirse con el microscopio para revelar las 
actividades dinamicas en las que la proteina participa (veanse 
figs. 8-4 y 9-2). 

A menudo los estudios pueden aportar mas information 
con el uso simultaneo de variantes de GFP que tienen propieda- 
des espectrales distintas. Se produjeron las variantes de GFP 
con fluorescencia en tonos azules (BFP), amarillo (YFP) y azul 
claro (cian, CFP ) mediante mutagenesis directa del gen GFP. 
Ademas se aislo una proteina fluorescente roja con una relation 
distante (DsRed) de una anemona marina. En experimentos de 
mutagenesis tambien se han generado variantes monomericas 
de DsRed (p. ej., mBanana, mTangerine y mOrange), que emi- 
ten fluorescencia en distintos colores reconocibles. El tipo de 
information que puede obtenerse con las variantes de GFP, se 
ilustra con el estudio de la figura 18-7, en el que los investigado- 
res generaron cepas de ratones cuyas neuronas contenian protei¬ 
nas fluorescentes de diferentes colores. Cuando un musculo de 
uno de estos ratones se exponia por medios quirurgicos, los 
investigadores podian observar las interacciones dinamicas entre 
las neuronas de diversos colores y las uniones neuromusculares 
inervadas (vease la figura 4-54, que presenta un dibujo de este 
tipo de union). Por ejemplo, observaron como las ramas de una 
neurona coloreada con CFP competian con las de una neurona 



FIGURA 18-7 Uso de variantes de GFP para seguir las interacciones 
dinamicas entre neuronas y sus celulas bianco in vivo, a) Una porcion de 
cerebro de un raton con dos neuronas fluorescentes de colores diferentes. 
Estos ratones se obtienen mediante el apareamiento de animales transge- 
nicos cuyas neuronas se marcan con una u otra proteina fluorescente. b ) 
Micrografia con fluorescencia de porciones de dos neuronas, una marcada 
con YEP y otra marcada con CFP. Las flechas indican dos uniones neuro¬ 
musculares distintas en dos fibras musculares diferentes en las que la rama 
axonal marcada con YFP vencio a la rama marcada con CFP. La tercera 
union esta inervada con el axon marcado con CFP en ausencia de compe- 
tencia. (A, cortesia de N. Kasthuri y J. W. Lichtman, Washington 
University School of Medicine; B, reimpresa con autorizacion de 
Narayanan Kasthuri y Jeff W. Lichtman, Nature 424:429,2003; © 
2003, Macmillan Magazines Ltd.) 


coloreada con YFP por establecer contacto sinaptico con el teji- 
do muscular. En cada caso encontraron que cuando dos neuro¬ 
nas compiten por la inervacion de diferentes fibras musculares, 
todas las ramas “ganadoras”pertenecen a una de las neuronas, en 
tanto que todas las ramas “perdedoras” pertenecen a la otra neu¬ 
rona (fig. 18-lb). Las micrografias del initio de este capitulo 
constituyen otro ejemplo de todo lo que puede aprenderse 
mediante el marcado de proteinas con dos fluorocromos distin¬ 
tos. En este caso, la estrategia de etiqueta doble ha permitido a 
los investigadores seguir los movimientos simultaneos de dos 
proteinas distintas en tiempo real dentro de las fronteras de un 
organelo celular individual. 

Las variantes de GFP tambien son utiles en una tecnica 
llamada transferencia de energia por resonancia de fluorescencia 
(FRET), que se emplea para medir cambios en la distancia entre 
dos partes de una proteina (o entre dos proteinas separadas den¬ 
tro de una estructura mas grande). La FRET puede usarse para 
estudiar estos cambios mientras ocurren in vitro o dentro de una 
celula viva. La tecnica FRET se basa en el hecho de que la ener¬ 
gia de excitation puede transferirse de un grupo fluorescente (un 
donante) a otro grupo fluorescente (un receptor), siempre y 
cuando ambos grupos esten muy proximos (1 a 10 nm). Esta 
transferencia de energia reduce la intensidad de la fluorescencia 
del donante e incrementa la intensidad de fluorescencia del 
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FIGURA 18-8 Transferencia de energia de resonancia de fluorescencia 
(FRET). Este esquema muestra un ejemplo del uso de la tecnologfa FRET 
para seguir el cambio en la conformacion de una protema (PKG) despues 
de la union con cGMP. Las dos proteinas pequenas fluorescentes con for¬ 
ma de barril (CFP intensificada [ECFP] y YFP intensificada [EYFP]) se 
muestran en su color fluorescente. En ausencia de cGMP, la excitacion de 
ECFP con luz de 440 nm produjo la emision de luz de 480 nm de la pro¬ 
tema fluorescente. Despues de la union con cGMP, un cambio en la confor¬ 
macion en PKG aproxima lo suficiente las dos proteinas fluorescentes para 
que la FRET ocurra. Como resultado la excitacion del donante de ECFP 
con luz de 440 nm produce la transferencia de energia al receptor de 
EYFP y la emision de luz de 535 nm del receptor. Las versiones intensifi- 
cadas de estas proteinas tienen mayor intensidad de fluorescencia y tienden 
a ser mas estables que la molecula proteinica original. (Tomada de Mori- 
toshi Sato, et al., por cortesia de Yoshio Umezawa, Anal. Chem. 
72:5924,2000.) 


receptor. La eficiencia de la transferencia entre dos grupos fluo¬ 
rescentes unidos con sitios de una protema disminuye mucho 
cuando la distancia entre los dos grupos aumenta. Como resul¬ 
tado la determination de los cambios en la fluorescencia de los 
grupos donante y receptor que se producen durante algun pro- 
ceso brinda una medida de los cambios en la distancia entre 
ellos en las distintas etapas del proceso. Esta tecnica se ilustra en 
la figura 18-8, en la que dos variantes de GFP (marcadas ECFP 
y EYFP) se unieron en forma covalente con dos partes distintas 
de una cinasa de protema para union con cGMP (PKG). En 
ausencia de un cGMP unido, los dos fluorocromos estan dema- 
siado separados para que haya transferencia de energia. La union 
de cGMP induce un cambio en la conformation de la protema 
que aproxima los dos fluorocromos lo suficiente para que la 
FRET ocurra. La FRET tambien puede emplearse para seguir 
procesos como el plegamiento de una protema o la asociacion y 
disociacion de los componentes dentro de una membrana. La 
separation de las colas citoplasmicas de subunidades de integri- 
na despues de la activation por talina (fig. 7-14) es un ejemplo 
de suceso que se ha estudiado por FRET. 


nicos y grabarse con una videocamara. Las videocamaras ofrecen 
varias ventajas para visualizar especimenes. Se construyen tipos 
especiales de videocamaras (llamadas dispositivo acoplado a la 
carga [CCD, del ingles charge coupled device ], o camaras CCD) 
que son muy sensibles a la luz, lo que les permite obtener ima- 
genes con iluminacion escasa. Esto es muy util cuando se obser- 
van especimenes vivos, a los que el calor de una fuente luminosa 
dana con facilidad y especimenes con tincion fluorescente, que 
se desvanece en poco tiempo con la exposition a la luz. Ademas 
las videocamaras pueden detectar y amplificar diferencias muy 
pequenas en el contraste dentro de un especimen, de manera 
que los objetos muy pequenos se toman visibles. Por ejemplo, las 
fotografias de la figura 9-6 muestran una imagen de un micro- 
tubulo individual (0.025 |im de diametro) que esta por debajo 
del limite de resolution de un microscopio optico estandar (0.2 
pm). Como una ventaja adicional las imagenes obtenidas con 
videocamaras pueden convertirse en imagenes digitales electro- 
nicas y someterse a procesamiento por computadora para 
aumentar mucho su contenido de information. 1 En una tecnica, 
el fondo desenfocado distractor de un campo visual se almacena 
en la computadora y luego se sustrae de la imagen que contiene 
el especimen. Esto incrementa mucho la claridad de la imagen. 
De igual manera, las diferencias de brillantez en la imagen pue¬ 
den convertirse en diferencias de color, lo que las vuelve mucho 
mas evidentes al ojo humano. 


Microscopia confocal de barrido laser 

El uso de videocamaras, imagenes electronicas y procesamiento 
por computadora condujo al renacimiento de la microscopia 
optica en los ultimos 20 anos. Tambien contribuyo el desarrollo 
de un nuevo microscopio optico. Cuando se examina una celula 
completa o un corte de algun organo con un microscopio optico 
estandar, el observador ve el especimen a distintas profundida- 
des si cambia la position del objetivo mediante la rotation del 
tornillo de enfoque. Mientras lo hace, distintas partes del espe- 
cimen entran y salen de foco. Sin embargo, el becho de que el 
especimen contenga diferentes enfoques disminuye la capacidad 
para formar una imagen flamante porque las partes del especi- 
men por arriba y por abajo del piano de foco interfieren con los 
rayos de luz de la parte que esta en el piano del foco. A finales 
del decenio de 1950, Marvin Minsky del Massachusetts Institute 
of Technology invento un instrumento revolucionario llamado 
microscopio confocal de barrido laser que produce una imagen 
de un piano delgado situado dentro de un especimen mucho 
mas grueso. La figura 18-9 muestra un diagrama de los compo¬ 
nentes opticos y los trayectos de luz en una version moderna de 
un microscopio optico de barrido confocal de fluorescencia. En 
este tipo de microscopio la muestra se ilumina con un rayo laser 
con un enfoque fino que barre rapidamente el especimen a una 
sola profundidad, con lo que solo ilumina un piano delgado (o 
“corte optico ”) dentro de la muestra. Como se describio antes, los 


Microscopia con video 
y procesamiento de imagenes 

Asi como el campo microscopico puede verse con los ojos o fil- 
marse con una camara, tambien puede verse por medios electro- 


1 La conversion de una imagen electronica analoga, como la que se obtiene con una 
videocamara, en una imagen electronica digital, como la obtenida con una camara 
digital y almacenada en un disco, se denomina digitalization. Las imagenes digitales 
consisten en una cantidad discreta de elementos pictograficos (pixeles), cada uno de 
los cuales tiene un color y un valor de brillantez asignados correspondientes a ese 
sitio en la imagen original. 
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FIGURA 18-9 Trayectos de la luz en un microscopio confocal de fluores- 
cencia. Una fuente de luz laser emite luz de longitud de onda corta (azul), 
pasa por una abertura diminuta y se refleja en un espejo dicroico (un tipo 
de espejo que refleja ciertas longitudes de onda y transmite otras) hasta una 
lente del objetivo para enfocarse en un punto en el piano del especimen. 
Los fluorocromos de la muestra absorben la luz incidente y emiten luz con 
mayor longitud de onda, que puede pasar por el espejo dicroico y enfocarse 
en un piano que contiene una abertura diminuta. La luz pasa luego a un 
tubo fotomultiplicador que amplifica la serial, la cual se transmite a una 
computadora que forma una imagen digital procesada. Se impide el paso de 
cualquier rayo de luz que se emita desde arriba o abajo del piano optico en el 
especimen por la abertura diminuta, por lo que no contribuye a la formacion 
de la imagen. Este diagrama muestra la iluminacion de un solo punto en la 
muestra. Diferentes sitios dentro de este piano del especimen se iluminan 
mediante un proceso de exploracion laser. El diametro del orificio de alfiler 
es ajustable. A menor abertura, mas delgada la seccion optica y mayor la 
resolucion, pero menos intensa la serial. 


fluorocromos absorben la luz incidente de longitud de onda cor¬ 
ta y la emiten de nuevo en una longitud de onda mayor. La luz 
que el especimen emite se enfoca en un sitio al interior del 
microscopio que contiene una abertura puntual. Por tanto, la 
abertura y el piano iluminado son confocales. Los rayos de luz 
emitidos por el piano iluminado de la muestra pueden pasar por 
la abertura, mientras que el paso de cualquier otro rayo de luz 
que pudiera emanar de un piano superior o inferior al piano 
determinado se impide para que no participe en la formacion de 



FIGURA 18-10 Micrografias de fluorescencia confocal de tres cortes opticos 

de 0.3 |im de grueso de un nucleo de levadura tenido con dos anticuerpos 
distintos con marcas fluorescentes. El anticuerpo fluorescente rojo tino el 
DNA dentro del nucleo y el anticuerpo fluorescente verde tino una proteina 
de union telomerica que se localiza en la periferia del nucleo. (Tomada de 
Thierry Laroche y Susan M. Gasser, Cell 75:543,1993. Con auto- 
rizacion de Cell Press.) 


la imagen. En consecuencia, los puntos fuera de foco del especi¬ 
men se toman invisibles. 

La figura 18-10 presenta micrografias de un solo nucleo 
celular que se tomaron en tres pianos distintos del especimen. Es 
evidente que los objetos fuera del piano de enfoque tienen poco 
efecto en la calidad de la imagen de cada corte. Si se desea, las 
imagenes de cortes opticos separados pueden almacenarse en 
una computadora y fusionarse para reconstruir un modelo tridi¬ 
mensional de todo el objeto. 

18.2 MICRQSCQPIA ELECTRQNICA _ 

DETRANSMISION 

Las micrografias electronicas que se muestran en este 
texto fueron tomadas con dos tipos distintos de microscopios 
electronicos. Los microscopios electronicos de transmisioii ( TEM ) 
forman imagenes con los electrones que se transmiten a traves 
de un especimen, mientras que los microscopios electronicos de 
barrido ( SEM) utilizan electrones que rebotan en la superficie 
del especimen. Todos los comentarios de esta seccion del capitu¬ 
lo se refieren al uso del TEM; el de barrido se describe por sepa- 
rado en la pagina 740. 

El microscopio electronico de transmision puede propor- 
cionar mucha mayor resolucion que el microscopio optico. Esto 
se ilustra con la comparacion de las dos fotografias de la figura 
18-11, que muestran imagenes de cortes adyacentes del mismo 
tejido con la misma magnification, con un microscopio optico y 
con uno electronico. Aunque la fotografia de la figura 18-11« 
esta casi al limite de la resolucion del microscopio optico, la de 
la figura 18-1 lb es una micrografia electronica de muy baja 
potencia. El gran poder de resolucion del microscopio electroni¬ 
co se deriva de las propiedades de ondas de los electrones. Como 
se indica en la ecuacion de la pagina 729, el limite de resolucion 
de un microscopio esta en proportion directa con la longitud de 
onda de la luz: mientras mayor sea la longitud de onda, es menor 
la resolucion. A diferencia de un foton de luz que tiene una lon¬ 
gitud de onda constante, la longitud de onda de un electron 
varia con la velocidad a la que la particula viaja, que a su vez 
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FIGURA18-11 Comparacion entre la informacion obtenida en las imageries 
tomadas con un microscopio optico y uno electronico con una magnifi¬ 
cation comparable de 4 500 veces el tamano real, a) Fotograffa del tejido 
muscular esqueletico que se impregno en plastico, se corto a 1 Jim y se 
fotografio con un microscopio optico con una lente de objetivo para aceite 
de inmersion. b ) Un corte adyacente al empleado para la parte a que se corto 
a 0.025 Jim y se examino al microscopio electronico con una magnification 
comparable a la imagen en a. La imagen resultante presenta un aumento 
de dos a uno en la resolucion. Notese la diferencia en los detalles de las 
miofibrillas musculares, las mitocondrias y el eritrocito contenido en el 
capilar. Mientras que el microscopio optico no puede proporcionar ninguna 
informacion adicional a la de a , es posible que el microscopio electronico 
brinde mucha mas informacion; por ejemplo, puede producir imagenes de 
la estructura de membranas individuales dentro de una pequena portion 
de una de las mitocondrias (como en la figura 5-21). (Cortesia de Doug¬ 
las E. Kelly y M. A. Cahill.) 


depende del voltaje de aceleracion aplicado en el microscopio. 
Esta relation se define mediante la ecuacion 

A = Vl50/ V 

donde, lambda (A) es la longitud de onda en angstroms (A) y V 
es el voltaje de aceleracion en voltios. Los microscopios electro- 
nicos de transmision estandar operan con un espectro de voltaje 
de 10 000 a 100 000 V. A 60 000 V, la longitud de onda de un 
electron se aproxima a 0.05 A. Si esta longitud y la abertura 
numerica alcanzable con el microscopio optico se sustituyeran 
en la ecuacion de la pagina 729, el limite de resolucion seria de 
unos 0.03 A. En realidad la resolucion alcanzable con un micros¬ 
copio electronico de transmision estandar es de unos dos orde- 
nes de magnitud menor que su limite teorico. Esto se debe a la 


aberration esferica grave de las lentes que enfocan los electrones, 
lo cual requiere que la abertura numerica de la lente sea muy 
pequena (casi siempre entre 0.01 y 0.001). El limite practico de 
resolucion de los TEM estandar se halla entre 3 y 5 A. Por lo 
general el limite real cuando se observa una estructura celular 
esta entre 10 y 15 A. 

Los microscopios electronicos consisten sobre todo en una 
columna alta, cilindrica y hueca por la que pasa el rayo de elec¬ 
trones, y una consola que contiene un panel con discos que con- 
trolan la operation de la columna por medios electronicos. En la 
parte superior de la columna se encuentra el catodo, un filamen- 
to de alambre de tungsteno que se calienta para proveer una 
fuente de electrones. Los electrones se extraen del filamento 
caliente y se aceleran como un rayo fino mediante el voltaje apli¬ 
cado entre el catodo y el anodo. El aire se bombea para sacarlo 
de la columna antes de la operation, lo que produce un vacio por 
el que los electrones viajan. Si no se extrajera el aire, los electro¬ 
nes se dispersarian antes de tiempo por colision con las molecu- 
las de gas. 

Tal como un rayo de luz puede enfocarse con una lente de 
vidrio pulido, un rayo de electrones con carga negativa puede 
enfocarse con lentes electromagneticas, las cuales se localizan en 
la pared de la columna. La fuerza de los magnetos se controla 
mediante la corriente que se les suministra, que esta determina- 
da por las posiciones de varios discos de la consola. La figura 
18-12 muestra una comparacion de los sistemas de lentes de un 
microscopio optico y uno electronico. Las lentes del condensa- 


Visualizacion de 



FIGURA 18-12 Comparacion del sistema de lentes de un microscopio opti- 
co y uno electronico. (Tomada de W. Agar, Principles and Practice 
of Electron Microscope Operation, Elsevier/North-Holland, 
1974.) 
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dor de un microscopio optico se colocan entre la fuente de elec- 
trones y el especimen, y enfocan el rayo de electrones sobre la 
muestra. Esta se sostiene en una pequena rejilla de metal (3 mm 
de diametro) que se inserta con pinzas en el sujetador de la mis- 
ma, que a su vez se inserta en la columna del microscopio. 

Como las longitudes focales de las lentes de un microsco¬ 
pio electronico varian segun la corriente que se les aplique, una 
lente del objetivo proporciona todo el espectro de magnification 
que el instrumento alcanza. Como en el microscopio optico, la 
imagen del objetivo sirve como el objeto para un sistema de len¬ 
tes adicional. La imagen que se obtiene del objetivo de un 
microscopio electronico solo tiene una magnification de unas 
100 veces pero, a diferencia del microscopio optico, esta imagen 
posee los detalles suficientes para incrementarla 10 000 veces 
mas. A1 modificar la corriente que se aplica a las diversas lentes 
del microscopio, las magnificaciones varian desde 1 000 hasta 
250 000 veces. Los electrones que pasaron por el especimen se 
enfocan en una pantalla fosforescente situada en la base de la 
columna. Los electrones que golpean la pantalla excitan una 
cubierta de cristales fluorescentes que emiten su propia luz visi¬ 
ble que el ojo percibe como una imagen del especimen. 

La formation de una imagen en el microscopio electronico 
depende de la dispersion diferencial de los electrones por las 
distintas partes del especimen. Considerese un rayo de electro¬ 
nes emitido por el filamento y enfocado en la pantalla. Si no 
hubiera un especimen en la columna, el rayo de electrones ilu- 
minaria de manera uniforme la pantalla y se produciria una ima¬ 
gen brillante uniforme. Por el contrario, si se coloca un especimen 
en el trayecto del rayo, algunos de los electrones golpean atomos 
de la muestra y se dispersan. Los electrones que rebotan de la 
muestra no pueden pasar por la abertura tan pequena en el piano 
focal posterior de la lente del objetivo y por tanto no participan 
en la formation de la imagen. 

La dispersion de los electrones por una parte del especimen 
es proportional al tamano de los nucleos de los atomos que com- 
ponen la muestra. Debido a que el material insoluble de las celu- 
las esta compuesto por atomos que tienen un numero atomico 
hasta cierto punto bajo (carbono, oxigeno, nitrogeno e hidroge- 
no), el material biologico tiene muy poca capacidad intrinseca 
para dispersar los electrones. Los tejidos se fijan y tinen con solu- 
ciones de metales pesados (descritos mas adelante) para aumen- 
tar la dispersion electronica y obtener el contraste necesario. 
Estos metales penetran en la estructura de las celulas y forman 
complejos selectivos con diferentes partes de los organelos. Las 
partes de una celula que se unen con la mayor cantidad de ato¬ 
mos metalicos permiten el paso de menor cantidad de electrones. 
Entre menos electrones se enfoquen en la pantalla en un punto 
determinado, ese punto es mas oscuro. Las fotografias de la ima¬ 
gen se hacen al quitar la pantalla del camino y permitir que los 
electrones golpeen una placa fotografica en position por debajo 
de la pantalla. Como las emulsiones fotograficas tienen una sen- 
sibilidad directa a los electrones, tanto como a la luz, una imagen 
del especimen se registra directamente en la pelicula. 

Preparation del especimen 
para la microscopia electronica 

Como sucede con el microscopio optico, los tejidos a examinar 
con el microscopio electronico deben fijarse, impregnarse y cor- 


tarse. La fijacion del tejido para la microscopia electronica (fig. 
18-13) es mucho mas critica que para la microscopia optica por- 
que los cortes se someten a un escrutinio mas intenso. Un fijador 
debe suspender la vida de la celula sin alterar mucho su estruc¬ 
tura. Con el nivel de resolution del microscopio electronico, los 
danos relativamente menores, como las mitocondrias hinchadas 
o el reticulo endoplasmico roto, se vuelven muy evidentes. Para 
obtener la fijacion mas rapida y el menor dano celular, se fijan e 
impregnan fragmentos muy pequenos de tejido (menores de 1.0 
mm 3 ). Los fijadores son sustancias que desnaturalizan y pretipi- 
tan las macromoleculas celulares. Las sustancias con este efecto 
pueden ocasionar coagulation o precipitation de materiales que 
no tenian una estructura en la celula viva, lo que conduce a la 
formation de un artefacto. El mejor argumento de que una 
estructura particular no es un artefacto es la demostracion de su 
existencia en celulas fijadas de diversos modos o, aun mejor, sin 
fijacion alguna. Para visualizar celulas que no se fijaron, el tejido 
se congela con rapidez y se emplean tecnicas especiales para 
revelar su estructura (vease criofijacion y replication por conge- 
lamiento y fractura mas adelante). Los fijadores mas usuales 
para la microscopia electronica son el glutaraldehido y el tetroxi- 
do de osmio. El glutaraldehido es un compuesto de cinco carbo- 
nos con un grupo aldehido en cada extremo de la molecula. Los 
grupos aldehido reaccionan con los grupos amino de las protei- 
nas y establecen enlaces cruzados entre las proteinas para formar 
una red insoluble. El osmio es un metal pesado que reacciona 
sobre todo con los acidos grasos, lo que permite la preservation 
de las membranas celulares. 

Una vez que el tejido se fija, el agua se retira mediante des- 
hidratacion en alcohol y los espacios histicos se llenan con un 
material que soporta ei corte del tejido. Las demandas de la 
microscopia electronica incluyen que los cortes sean muy delga- 
dos. Los cortes en cera para el examen con el microscopio optico 
rara vez son mas delgados de 5 |im, mientras que los cortes para 
la microscopia electronica conventional son mejores cuando tie¬ 
nen menos de 0.1 pm (equivalente en grosor a cerca de cuatro 
ribosomas). 

Por lo general los tejidos que van a cortarse para la micros¬ 
copia electronica se impregnan en resinas epoxicas, como 1,4- 
butanediol-diglicidil-eter entre otras. Las secciones se cortan 
con el paso del bloque plastico sobre un borde cortante muy 
afilado (fig. 18-13) hecho de vidrio o una hoja de diamante fina- 
mente pulido. Los cortes obtenidos flotan en la superficie de un 
fondo de agua que se encuentra justo detras del borde de la 
navaja. Los cortes se recogen luego con la rejilla metalica para 
especimenes y se secan sobre su superficie. Para tenir el tejido se 
deja que la rejilla flote sobre gotas de soluciones de metales 
pesados, en especial acetato de uranilo y citrato de plomo. Estos 
atomos de metales pesados se unen con las macromoleculas y 
brindan la densidad atomica necesaria para dispersar el rayo 
electronico. Ademas de las tinciones estandar, los cortes de teji¬ 
do pueden tratarse con anticuerpos marcados con metal u otros 
materiales que reaccionan con moleculas especificas en el corte 
de tejido. Los estudios con anticuerpo casi siempre se realizan 
en tejidos impregnados con resinas acrilicas, que resultan mas 
permeables a las grandes moleculas que las resinas epoxicas. 

Criofijacion y uso de especimenes congelados Las 

celulas y los tejidos no tienen que fijarse con sustancias quimi- 
cas e impregnarse con resinas plasticas para observarse con el 
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Pequeno fragmento 
de tejido (1 mm 3 ) 
colocado en fijador 
(p. ej., glutaraldehido) 


Tejido colocado en 
un segundo fijador 
(p. ej., 0s0 4 ) 


Etanol Etanol Etanol 

70 % 95 % 100 % 


Deshidratacion 


Oxido de Infiltracion en una Tejido impregnado en 

propileno solucion de medio un medio plastico 

impregnador de contenido en un frasco 
plastico (p. ej., resina 
epoxica no polimerizada) 



Bloque 
de tejido 


de navaja 


Ultramicrotomo 


<=> 



El bloque que contiene el tejido se ajusta 
a fin de prepararse para el corte 


El tejido se divide en rebanadas de unos 
100 nm de grueso conforme el bloque se 
mueve por el borde afilado de una navaja de 
vidrio o diamante. Los cortes flotan en un 
espejo de agua justo detras del borde de 
la navaja 



Aproximacion de los 
cortes en un liston 
que flota en el fondo 



El plastico en el frasco 
se polimeriza en un bloque 
solido con el tejido en el borde 
inferior del bloque 


Rejilla 


Gota de colorante 
a base de metal 
pesado 


Rejilla para microscopio electronico 
que contiene los cortes listos para 
tenirse con metales pesados, colocados 
en un sujetador de rejilla y examinados 
en el microscopio electronico 


Se tinen los cortes 


FIGURA 18-13 Preparation de un espetimen para observacion en el microscopio electronico. 


microscopio electronico. Una alternativa consiste en congelar 
con rapidez las celulas y los tejidos. Justo como un fijador quimi- 
co detiene los procesos metabolicos y conserva la estructura bio- 
logica, lo mismo sucede con el congelamiento rapido, la fijacion 
en frio. Como la fijacion en frio alcanza estas metas sin alterar 
las macromoleculas celulares, es menos probable que se formen 
artefactos. La principal dificultad con la fijacion en frio es la 
formacion de cristales de hielo, que crecen hacia afuera desde 
sitios donde se forman sus nucleos. El cristal de hielo, conforme 
crece, destruye el fragil contenido de la celula en la que se forma. 
La mejor manera de evitar la formacion de cristales de hielo es 
congelar la muestra con tanta rapidez que no haya tiempo para 
que los cristales se formen. Se dice que el agua que se congela en 
su estado liquido se “vitrifica”. Varias tecnicas se utilizan para 
alcanzar estas velocidades ultrarrapidas de congelation. Por 


ejemplo, los especimenes pequenos pueden sumergirse en liqui- 
dos a temperaturas muy bajas (como el propano liquido, cuyo 
punto de ebullition es de -42°C) o colocarse contra un bloque 
metalico que se enfrio antes con helio liquido (con punto de 
ebullition de -273°C). En cuanto a las muestras mas grandes, es 
mejor tratarlas por congelamiento a alta presion. En esta tecnica 
el espetimen se somete a una presion hidrostatica elevada y se 
rocia con chorros de nitrogeno liquido. La presion alta disminu- 
ye el punto de congelation del agua, lo que reduce la velocidad 
de crecimiento de los cristales de hielo. 

Aunque tal vez no se creeria que un bloque congelado de 
tejido sea de gran utilidad para un microscopista, puede optarse 
por una cantidad sorprendente de estrategias para visualizar la 
estructura celular congelada en el microscopio optico o en el 
electronico. Por ejemplo, despues de la preparation adecuada, un 
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bloque congelado de tejido puede cortarse con un microtomo 
especial en forma similar a un bloque de parafina o de plastico. 
Los cortes congelados son muy utiles para los estudios de enzi- 
mas, cuyas actividades tienden a perderse con los fijadores qui- 
micos. Como los cortes congelados pueden prepararse en mucho 
menos tiempo que los cortes en parafina o plastico, los patologos 
los usan muchas veces para examinar con el microscopio optico 
la estructura de los tejidos extirpados durante intervenciones 
quirurgicas. Como resultado, la determination de la malignidad 
o benignidad de un tumor puede hacerse mientras el paciente 
aun esta en la mesa de operaciones. 

No es necesario cortar las celulas congeladas para revelar su 
estructura interna. La figura 1-11 muestra una imagen de la 
region periferica delgada de una celula intacta que se arrastro 
sobre la superficie de una rejilla para microscopio electronico un 
instante antes de ser congelada rapidamente. A diferencia de la 
micrografia electronica estandar, la imagen de la figura 1-11 tie- 
ne una calidad tridimensional porque se genero por computado- 
ra en lugar de obtener la fotografia directa con una camara. Para 
obtener la imagen, la computadora fusiona una gran cantidad de 
imagenes digitales bidimensionales de la celula que se capturan 
cuando el especimen se inclina en angulos definidos con respec- 
to al trayecto del rayo electronico. La reconstruction tridimen¬ 
sional por computadora se conoce como tomograma y la tecnica 
se denomina tomografia crioelectronica ( crio-ET)? La crio-ET 
revoluciono la forma en que pueden estudiarse las estructuras 
celulares nanometricas en celulas sometidas a congelation ins- 
tantanea sin fijacion, sin tincion y completamente hidratadas. La 
crio-ET y otros metodos computacionales de alta resolution 
constituyen un importante puente entre los mundos celular y 
molecular. Puede usarse una estrategia similar para generar 
estructuras tridimensionales de proteinas de membrana y macro- 
moleculas purificadas (pag. 753). La figura 18-16 muestra otra 
tecnica para visualizar la ultraestructura de tejido congelado que 
no requiere cortes. 

Tincion negativa El microscopio electronico tambien es 
adecuado para examinar particulas muy pequenas, inclusive 
agregados de alto peso molecular como virus, ribosomas, enzi- 
mas con multiples subunidades, elementos del citoesqueleto y 
complejos proteicos. Tambien pueden resolverse las formas de 
proteinas individuales y acidos nucleicos con el microscopio, 
siempre y cuando tengan el contraste suficiente con los elemen¬ 
tos que los rodean. Una de las mejores formas para hacer visibles 
estas sustancias es emplear tecnicas de tincion negativa en las 
que los depositos de metales pesados se acumulan en toda la 
rejilla del especimen, excepto donde hay particulas. Como resul¬ 
tado la muestra resalta en la pantalla por su brillantez relativa. 
La figura 18-14« presenta un ejemplo de un especimen con tin¬ 
cion negativa. 

Modelo de sombra Una tecnica mas para visualizar particu¬ 
las aisladas consiste en hacer que los objetos proyecten sombras. 
La tecnica se describe en la figura 18-15. Las rejillas que contie- 


2 En principio esta tecnica es similar a la tomografia axial por computadora que 
emplea una multitud de imagenes de rayos X tomadas en angulos diferentes del 
cuerpo para generar una imagen tridimensional. Por fortuna la maquinaria que se 
utiliza en la tomografia radiologica permite que la fuente de rayos X y el detector 
roten mientras el paciente permanece estacionario. 



(b) 


FIGURA 18-14 Ejemplos de especimenes con tincion negativa y sombras 
metalicas. Micrografia electronica de un virus cascabel de tabaco despues 
de la tincion negativa con fosfotungstato de potasio (a) o proyeccion de 
sombra con cromo (b). (Cortesia de M. K. Corbett.) 


Evaporacion de 
metal del alambre 
de platino 



FIGURA 18-15 Procedimiento usado para la proyeccion de sombras como 
medio para dar contraste en el microscopio electronico. A menudo este 
procedimiento se emplea para visualizar particulas pequenas, como los virus 
que se muestran en la figura previa. Con frecuencia las moleculas de DNA 
y RNA se hacen visibles por una modification de este procedimiento que se 
conoce como formation de sombras rotatorias, en el que el metal se evapora 
en un angulo muy bajo mientras se gira el especimen. 
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FIGURA 18-16 Procedimiento para la formacion de replicas por congela- 
miento y fractura como se describe en el texto. El procedimiento de con- 
gelamiento y grabado es un paso opcional en el que una capa delgada del 
hielo que cubre la muestra se evapora para revelar informacion adicional de 
la estructura de la superficie del especimen fracturado. 


nen los especfmenes se colocan en una camara sellada para vacfo, 
que luego se evacua con una bomba de vacfo. La camara contie- 
ne un filamento formado por un metal pesado (casi siempre pla- 
tino) junto con carbono. El filamento se calienta a temperaturas 
altas, lo que hace que se evapore y deposite una cubierta metali- 
ca sobre las superficies accesibles dentro de la camara. Como 
resultado el metal se deposita en las superficies que quedan fren- 
te al filamento, mientras que las superficies opuestas de las par- 
tfculas y el espacio en la rejilla que queda bajo su sombra quedan 
sin cubierta. Cuando la rejilla se observa en el microscopio elec¬ 
tronico, las areas en sombra se ven brillantes en la pantalla, en 
tanto que las regiones cubiertas con metal se ven oscuras. Esta 
relation se invierte en la placa fotografica, que es el negativo de 
la imagen. La convention para ilustrar especfmenes sombreados 
es imprimir una imagen negativa en la que la partfcula se vea 
iluminada por una luz blanca brillante (correspondiente a la 
superficie cubierta), con una sombra oscura proyectada por 
la partfcula (fig. \%-\Ab). La tecnica proporciona un contraste 
excelente para materiales aislados y produce un efecto tridimen¬ 
sional. 

Replication por congelamiento y fractura, y grabado 
por congelamiento Como ya se menciono, varias tecnicas 
de microscopia electronica se adaptaron para trabajar con tejidos 
congelados. A menudo la ultraestructura de las celulas congela- 
das se observa con la tecnica de replication por congelamiento 
y fractura, que se ilustra en la figura 18-16. Se colocan pequenos 
fragmentos de tejido en un disco metalico pequeno y se conge- 
lan con rapidez. Luego el disco se monta sobre una placa frfa 
dentro de una camara de vacfo y el bloque de tejido congelado se 
golpea con el borde de una navaja. El piano de fractura resultan- 
te se extiende desde el punto de contacto y divide el tejido en 
dos piezas, algo similar a la manera en que una hoja de hacha 
separa en dos un trozo de madera. 

Considerese lo que podrfa pasar cuando un piano de frac¬ 
tura se extiende por una celula que contiene diversos organelos 
con distintas composiciones. Estas estructuras tienden a causar 
desviaciones en el piano de fractura, ya sea hacia arriba o abajo, 
lo que produce elevaciones, depresiones y crestas en la cara de 
fractura que reflejan los contornos del protoplasma atravesado. 
Por consiguiente las superficies expuestas por la fractura contie- 
nen informacion respecto al contenido de la celula. El objetivo 
es hacer visible esta informacion. El proceso de replication se 
logra al usar la superficie de fractura como un molde en el que 
se deposita una capa de metal pesado. El metal pesado se depo¬ 
sita en la superficie nueva expuesta del tejido congelado en la 
misma camara en la que se fracture el tejido. El metal se depo¬ 
sita en un angulo para producir sombras que acentuen la topo- 
graffa local (fig. 18-17), como se describe en la section previa 
referente a proyeccion de sombras. 

Despues se deposita una capa de carbono sobre el metal en 
forma perpendicular, en lugar de angulada, para formar una capa 
uniforme de carbono que pegue los parches de metal en una 
capa solida. Una vez que el molde de la superficie se hizo, el 
tejido que constituyo el molde puede descongelarse, retirarse y 
desecharse; la replica de metal-carbono es la que se coloca en la 
rejilla para especimen y se visualiza en el microscopio electroni¬ 
co. Las variaciones en el grosor del metal en las distintas partes 
de la replica producen variaciones en la cantidad de electrones 
penetrantes que llegan a la pantalla de visualization, lo que pro- 
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FIGURA 18-17 Replica de una celula de raiz de cebolla congelada y fractu- 
rada que muestra la envoltura nuclear (N.E.) con sus poros nucleares (N.R), 
el aparato de Golgi (G), una vacuola citoplasmica (V) y la pared celular 
(C.W.). (Cortesia de Daniel Branton.) 



FIGURA 18-18 Grabado profundo. Micrografia electronica de axonemas 
ciliares del protozoario Tetrahymena. Los axonemas se fijaron, congelaron 
y fracturaron, el agua congelada de la superficie del bloque fracturado se 
evaporo, lo que dejo una porcion de los axonemas en relieve, como se visua- 
liza en esta replica metalica. La flecha indica una hilera distintiva de brazos 
de dinefna. (Tomada de Ursula W. Goodenough y John E. Heuser, J 
Cell Biol 95:800,1982. Mediante autorizacion de derechos reser- 

VADOS DE LA ROCKEFELLER UNIVERSITY PRESS.) 


duce el contraste necesario en la imagen. Como se explica en el 
capitulo 4, los pianos de fractura siguen el trayecto de menor 
resistencia por el bloque congelado, lo que a menudo los lleva 
por el centra de las membranas celulares. Por ello esta tecnica es 
muy adecuada para examinar la distribution de las protelnas 
integrales de membrana en su trayecto por la bicapa lipldica (fig. 
4-13). Tales estudios realizados por Daniel Branton y otros 
investigadores tuvieron una parte importante en la formulation 
de la estructura de mosaico fluido de las membranas a principios 
del decenio de 1970 (pag. 125). 

La replication por congelamiento y fractura por si misma 
es una tecnica en extremo valiosa, pero puede aportar aun mas 
information si se incluye un paso llamado grabado por conge¬ 
lamiento (fig. 18-16). En este paso el especimen congelado y 
fracturado que aun permanece dentro de la camara frla se expo- 
ne al vaclo a una temperatura mas alta por uno a unos cuantos 
minutos, durante los cuales puede evaporarse (sublimarse) una 
capa de hielo de la superficie expuesta. Luego de retirar parte del 
hielo, la superficie de la estructura puede cubrirse con metal 
pesado y carbono para crear una replica metalica que revela tan- 
to la superficie externa como la superficie interna de las mem¬ 
branas celulares. El desarrollo de las tecnicas de grabado 
profundo, en las que se retiran mayores cantidades del hielo 
superficial, permitio obtener imagenes fascinantes de los orga- 
nelos celulares. Las figuras 18-18, 8-38 y 9-45 presentan ejem- 
plos de espedmenes preparados con esta tecnica en los que 
puede verse que las partes individuates de la celula sobresalen en 
relieve contra el fondo. La tecnica brinda una resolution muy 
alta y puede usarse para revelar la estructura y la distribution de 
los complejos macromoleculares, como los del citoesqueleto, 
como se supone que existen dentro de la celula viva. 


18.5 MICRQSCQPIA ELECTRONICA DE BARRIDQ 
Y MICRQSCQPIA DE FIJFRZA ATQMICA 

La microscopia electronica de transmision se explota 
mas en el examen de la estructura interna de las celulas. En cam- 
bio, el microscopio electronico de barrido (SEM) se emplea 
sobre todo para examinar las superficies de los objetos cuyo 
tamano varia desde un virus hasta la cabeza de un animal (fig. 
18-19). La construction y la operation del SEM son muy dife- 
rentes a las del TEM. El objetivo de la preparation del especi¬ 
men para el SEM es producir un objeto que tenga las mismas 
propiedades de forma y superficie que en el estado vivo, pero que 
carezca de liquido, ya que esto es necesario para observar el 
especimen al vacio. Como el agua constituye un porcentaje muy 
alto del peso de las celulas vivas y se encuentra relacionada con 
todas las macromoleculas, su extraction puede tener un efecto 
muy destructive en la estructura celular. Cuando las celulas solo 
se secan al aire, la destruction se debe sobre todo a la tension 
superficial en las interfases agua-aire. Las muestras que se exa- 
minaran con el SEM se fijan, se pasan por una serie de alcoholes 
y luego se secan en un proceso de secado depunto critico. El seca- 
do de punto critico ofrece la ventaja de que cada solvente tiene 
una temperatura y una presion criticas en las que la densidad del 
vapor es igual a la densidad del liquido. En este punto no hay 
tension superficial entre el gas y el liquido. El solvente de las 
celulas se sustituye con un liquido de transition (por lo general 
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(a) 


dioxido de carbono), que se vaporiza a presion para que las celu- 
las no se expongan a ninguna tension superficial que pudiera 
distorsionar su configuration tridimensional. 

Una vez que el especimen se seca, se cub re con una capa 
delgada de metal, lo que lo convierte en un bianco adecuado 
para un rayo de electrones. En el microscopio electronico de 
transition, el rayo de electrones se enfoca mediante las lentes del 
condensador para iluminar al mismo tiempo todo el campo de 
vision. En el microscopio electronico de barrido, los electrones 
se aceleran en un rayo fino que barre la muestra. En elTEM, los 
electrones pasan por el especimen para formar una imagen. En 
el SEM, la imagen se forma con los electrones que se reflejan 
desde el especimen (se dispersan de regreso) o con los electrones 
secundarios que la muestra emite despues de ser golpeada por el 
rayo electronico primario. Estos electrones golpean un detector 
que se localiza cerca de la superficie del especimen. 

La formation de la imagen en el SEM es indirecta. Ademas 
del rayo que explora la superficie del especimen, otro rayo elec¬ 
tronico explora al mismo tiempo la cara de un tubo de rayos 
catodicos y produce una imagen similar a la que se ve en una 
pantalla de television. Los electrones que rebotan de la muestra 
y llegan al detector controlan la fuerza del rayo en el tubo de 
rayos catodicos. Mientras mas electrones se recolecten de la 
muestra en un punto determinado, mas fuerte es la senal para el 
tubo y mayor la intensidad del rayo en la pantalla en el punto 
correspondiente. El resultado es una imagen en la pantalla que 
refleja la topologia superficial de la muestra porque es su topolo- 



(b) 


FIGURA 18-19 Microscopia electronica de barrido. Micrografias electroni- 
cas de barrido de (a) un bacteriofago T4 (X275 000) y ( b ) la cabeza de un 
insecto (X40). (. A , reimpresa con autorizacion de A. N. Broers, B. J. 
Panessa y J. F. Gennaro, Science 189:635, 1975; © 1975, American 
Association for the Advancement of Science; B , cortesia de H. F. 
Howden y L. E. C. Ling.) 


gia (grietas, colinas y orificios) lo que determina el numero de 
electrones reunidos de las diversas partes de la superficie. 

Como resulta evidente en las fotografias de la figura 18-19, 
un SEM puede proveer un alto grado de magnification (desde 
cerca de 15 hasta 150 000 veces la de un instrumento estandar). 
El poder de resolution de un SEM depende del diametro del 
rayo electronico. Los modelos mas nuevos son capaces de alcan- 
zar resoluciones menores de 5 nm, que se emplean para localizar 
anticuerpos marcados con oro unidos con la superficie celular. El 
SEM tambien proporciona una profundidad de enfoque nota¬ 
ble, unas 500 veces mas que el microscopio optico con una mag¬ 
nification correspondiente. Esta propiedad hace que el SEM 
tenga imagenes de calidad tridimensional. A nivel celular, el 
SEM permite al observador apreciar la estructura de la super¬ 
ficie externa de las celulas y todos los procesos, extensiones 
y materiales extracelulares diversos que interactuan con el am- 
biente. 

Microscopia de fuerza atomica 

Aunque no es electronico, el microscopio de fuerza atomica 

(.atomic force microscope, AFM) es un instrumento de barrido de 
alta resolution cada vez mas importante en nanotecnologia y 
biologia molecular. En el texto se presentan varias imagenes 
obtenidas por AFM: las figuras 4-23a, 5-24,7-32 c, y la capitu¬ 
lar del capitulo 12. El AFM barre con una sonda fina la superfi¬ 
cie del especimen. Conectada a la sonda se encuentra una 
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diminuta “viga” (o viga en voladizo) que es desplazada por varia- 
ciones en la topografia del especimen de modo que el grado 
de desplazamiento se correlaciona con diferencias en la altura de 
porciones del especimen. El instrumento genera un mapa a 
nanoescala del desplazamiento, que se traduce en una imagen 
topografica tridimensional de la superficie del especimen. A 
diferencia de otras tecnicas para determinar la estructura mole¬ 
cular, como cristalografia de rayos X y crio-EM, que promedian 
la estructura de muchas moleculas individuates, la AFM propor- 
ciona una imagen de cada molecula individual con su orienta¬ 
tion en el campo (vease fig. 5-24). 


18.4 USO DE RADIOISOTOPOS _ 

Un rastreador es una sustancia que revela su presencia 
de una forma u otra y por tanto puede localizarse o vigilarse 
durante el curso de un experimento. Segun la sustancia y el tipo 
de experimento, un rastreador puede marcarse con fluorescencia, 
con giro, densidad o radiation. En cada caso un grupo marcado 
permite detectar una molecula sin afectar la especificidad de sus 
interacciones. Por ejemplo, las moleculas radiactivas participan 
en las mismas reacciones que las no radiactivas, pero su localiza¬ 
tion puede seguirse y es posible medir la cantidad presente. 

La identidad de un atomo (ya sea de hierro, cloro o de algun 
otro elemento) y sus propiedades quimicas se identifican median- 
te el numero de protones que hay en su nucleo. Todos los atomos 
de hidrogeno tienen un solo proton, todos los de helio poseen 
dos, todos los de litio tienen tres, etc. Sin embargo, no todos los 
atomos de hidrogeno, helio o litio albergan la misma cantidad 
de neutrones. Se dice que los atomos con el mismo numero de 
protones y distinta cantidad de neutrones son isotopos uno del 
otro. Aun el hidrogeno, el mas sencillo de los elementos, puede 
existir como tres isotopos distintos, segun la presencia de cero, 
uno o dos neutrones en el nucleo del atomo. De estos tres isoto¬ 
pos de hidrogeno, solo el que contiene dos neutrones es radiac- 
tivo; se trata del tritio ( 3 H). 

Los isotopos son radiactivos cuando contienen una combi¬ 
nation inestable de protones y neutrones. Los atomos que son 
inestables tienden a romperse o desintegrarse, con lo que alcan- 
zan una configuration mas estable. Cuando un atomo se desin- 
tegra, libera particulas o radiation electromagnetica que puede 
vigilarse con los instrumentos apropiados. Los isotopos radiac¬ 
tivos se encuentran en toda la tahla periodica de los elementos y 
pueden producirse en el laboratorio a partir de elementos no 
radiactivos. Muchas moleculas biologicas pueden obtenerse en 
estado radiactivo, o sea, con uno o mas atomos radiactivos como 
parte de su estructura. 

La vida media (T 1/2 ) de un radioisotopo es una medida de 
su inestabilidad. Entre mas inestable sea un isotopo particular, 
mayor es la probabilidad de que un atomo determinado se des- 
integre en un tiempo especifico. Si se comienza con un curio 3 de 
tritio, la mitad de esa cantidad de material radiactivo quedara 
despues de unos 12 anos (que es la vida media de este radio¬ 
isotopo). Durante los primeros anos de la investigation de la 
fotosintesis y otras vias metabolicas el unico isotopo del carbono 


3 Un curio es la cantidad de radiactividad necesaria para causar 3.7 X 10 10 desinte- 

graciones por segundo. 


Cuadro 18-1 


Propiedades de varios radioisotopos que se 
utilizan a menudo en la investigation biologica 


Simbolo y peso 
atomico 

Vida media 

Tipo de particula(s) 
emitida(s) 

3 H 

12.3 anos 

Beta 

n C 

20 min 

Beta 

14 C 

5 700 anos 

Beta 

24 Na 

15.1 h 

Beta, gamma 

32p 

14.3 d 

Beta 

35 s 

87.1 d 

Beta 

42 K 

12.4 h 

Beta, gamma 

45 Ca 

152 d 

Beta 

S9 Fe 

45 d 

Beta, gamma 

60 Co 

5.3 anos 

Beta, gamma 

64 Cu 

12.8 h 

Beta, gamma 

65 Zn 

250 d 

Beta, gamma 

131 j 

8.0 d 

Beta, gamma 


disponible era n C, cuya vida media es cercana a 20 min. Los 
experimentos con n C se realizaban con mucha prisa para poder 
medir la cantidad de isotopo incorporado antes que la sustancia 
desapareciera. La disponibilidad del 14 C en el decenio de 1950, 
un radioisotopo con una vida media de 5 700 anos, se recibio 
con gran celebration. Los radioisotopos de mayor importancia 
en la investigation biologica celular se listan en el cuadro 18-1, 
junto con la information de su vida media y la naturaleza de su 
radiation. 

Los atomos liberan tres formas principales de radiation 
durante su desintegracion. Es posible que el atomo libere una 
particula alfa, que consiste en dos protones y dos neutrones, y es 
equivalente al nucleo de un atomo de helio; una particula beta, 
que equivale a un electron, ademas puede existir radiacion gam¬ 
ma, que consiste en radiation electromagnetica o fotones. Los 
isotopos mas usuales son los emisores beta, que se vigilan median- 
te una de dos metodologias diferentes: espectrometria liquida 
por centelleo o autorradiografia. 

La espectrometria por centelleo en liquido se usa para medir la 
cantidad de radiactividad en una muestra dada. Esta tecnica se 
basa en la propiedad de ciertas moleculas, llamadas fosforescentes 
o centelleantes, de absorber parte de la energia de una particula 
emitida y liberarla en la forma de luz. Al preparar una muestra 
para conteo por centelleo en liquido se mezcla la muestra con 
una solution de la sustancia fosforescente en una ampolleta de 
centelleo de vidrio o plastico. Esto coloca al material fosfores¬ 
cente y el isotopo radiactivo en contacto muy estrecho, de modo 
que incluso los emisores beta mas debiles pueden medirse de 
manera eficiente. Una vez hecha la mezcla, la ampolleta se colo¬ 
ca en el instrumento de conteo, donde se hace descender en un 
pozo cuyas paredes contienen un fotodetector extremadamente 
sensible. Cuando los atomos radiactivos contenidos en la ampo¬ 
lleta se desintegran, las particulas emitidas activan las moleculas 
fosforescentes, que emiten destellos de luz. Esta es detectada por 
una fotocelda y la senal se amplifica en un tubo fotomultiplica- 
dor dentro del contador. Despues de corregir tomando en cuen- 
ta el ruido de fondo, la cantidad de radiactividad presente en 
cada ampolleta se exhibe en una grafica. 

La autorradiografia es una tecnica muy amplia que se 
emplea para localizar los sitios que contienen un isotopo especi- 
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fico, ya sea en una celula, un gel de poliacrilamida o un filtro de 
nitrocelulosa. Los experimentos de pulso y seguimiento que se 
presentan en la pagina 277 describen la importancia de la auto- 
radiografia en los descubrimientos iniciales de las actividades 
sinteticas de las celulas. La autorradiografia aprovecha la capaci- 
dad de una particula emitida de un atomo radiactivo para activar 
una emulsion fotografica, muy similar a la luz o los rayos X que 
activan la emulsion que cubre un fragmento de pelicula. Si la 
emulsion fotografica se pone en contacto con una fuente radiac- 
tiva, las particulas emitidas por la fuente dejan granos de plata 
negros y diminutos en la emulsion despues del revelado fotogra- 
fico. La autorradiografia se usa para localizar radioisotopos den- 
tro de cortes de tejidos que se inmovilizaron en una laminilla o 
una rejilla para el microscopio electronico de transmision. Los 
pasos de la preparation de una autorradiografia microscopica 
optica se muestran en la figura 18-20. La emulsion se aplica a los 
cortes en la laminilla o la rejilla a manera de capa muy delgada y 
el especimen se coloca en un recipiente a prueba de luz para 
permitir que la emulsion se exponga por las emisiones. La can- 
tidad de granos de plata que se forman es mayor entre mas tiem- 
po permanece el especimen antes del revelado. Cuando la 
laminilla o rejilla revelada se examina al microscopio, la localiza¬ 
tion de los granos de plata en la capa de emulsion que cubre el 
tejido indica la localization de la radiactividad en las celulas sub- 
yacentes (fig. 18-21). 
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FIGURA 18-20 Procedimiento paso a paso para la preparacion de una auto- 
radiografia. 


18.5 ITIVO CELULAR _ 

En todo este libro se ha recalcado la tecnica de la biolo- 
gia celular con la que se intenta comprender procesos particula- 
res mediante el analisis en un sistema in vitro simplificado y 
controlado. La misma estrategia puede aplicarse al estudio de las 
celulas porque tambien pueden extraerse de las influencias a las 
que estan sujetas dentro de un organismo multicelular complejo. 


FIGURA 18-21 Ejemplos de 
autorradiografia microscopi- 
ca optica y electronica. a) 

Autorradiografia microscopica 
optica de un cromosoma del 
politeno del insecto Chirono- 
mus, que muestra la incorpora- 
cion extensa de [ 3 H]uridina 
en el RNA en las regiones 
purificadas del cromosoma. 

Las autorradiografias de este 
tipo confirmaron que los pena- 
chos de los cromosomas son 
sitios de transcription. Esta 
micrografia puede compararse 
con la de la figura 10-8£, que 
muestra el mismo cromosoma 
como se observa en el micros¬ 
copio electronico de barrido. 
b ) Autorradiografia microsco¬ 
pica electronica de una celula 
de medula osea incubada en 
[ 35 S]0 4 durante 5 min y fijada de inmediato. La incorporation de sulfato, 
(revelada por los pequenos granos negros de plata), se localiza en el aparato de 
Golgi (flecha). ( A , tomada de C. Pelling, Chromosoma 15:98, 1964; B, 



< b) 

tomada de R.W. Young, J Cell Biol 57:177,1973; mediante autoriza- 

CION DE DERECHOS DE LA ROCKEFELLER UNIVERSITY PRESS.) 
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El aprendizaje de como cultivar celulas fuera de un organismo 
es uno de los logros tecnicos mas valiosos en todo el estudio de 
la biologia. Un vistazo a cualquier publication de biologia celu- 
lar revela que la mayoria de los articulos describen investigacio- 
nes realizadas en celulas cultivadas. Las razones de esto son 
muchas: las celulas cultivadas pueden obtenerse en grandes can- 
tidades; casi todos los cultivos contienen solo un tipo de celula; 
muchas actividades celulares distintas, como la endocitosis, el 
movimiento celular, la division celular, el trafico de membrana y 
la sintesis de macromoleculas, pueden estudiarse en un cultivo 
celular; las celulas pueden diferenciarse en un cultivo, y las celu¬ 
las cultivadas responden al tratamiento con farmacos, bormonas, 
factores de crecimiento y otras sustancias activas. 

Los primeros investigadores en cultivar celulas empleaban 
medios que contenian una gran variedad de sustancias descono- 
cidas. El crecimiento celular se lograba con la adicion de liqui- 
dos obtenidos de sistemas vivos, como linfa, suero sanguineo, u 
homogeneizados de embrion. Se descubrio que las celulas nece- 
sitaban una variedad considerable de nutrimentos, hormonas, 
factores de crecimiento y cofactores para mantenerse sanas y 
proliferar. Aun ahora la mayoria de los medios de cultivo contie¬ 
nen grandes cantidades de suero. La importancia del suero (o los 
factores de crecimiento que contiene) en la proliferation de 
celulas cultivadas se muestra en las curvas de crecimiento celular 
de la figura 16-4. 

Uno de los principales objetivos de los cultivadores de celu¬ 
las es desarrollar medios definidos libres de suero que manten- 
gan el crecimiento de las celulas. Con un abordaje pragmatico 
en el que se prueban combinaciones de varios ingredientes para 
comprobar su capacidad para sostener el crecimiento y la proli¬ 
feration celulares, cada vez se cultivan con exito mas celulas en 
medios “artificiales” que carecen de suero u otros liquidos natu- 
rales. Como era de esperarse, la composition de estos medios 
quimicos es relativamente compleja; consiste en una mezcla de 
nutrimentos y vitaminas, junto con diversas proteinas purifica- 
das que incluyen insulina, factor de crecimiento epidermico y 
transferrina (que proporciona hierro a la celula). 

Como son tan ricos en nutrimentos, los medios para cultivo 
celular son un habitat que invita al crecimiento de microorganis- 
mos. A fin de prevenir la contamination bacteriana de los culti¬ 
vos celulares, los expertos cultivadores de tejido deben tomar 
medidas muy estrictas para mantener las condiciones esteriles en 
su espacio de trabajo. Esto se logra con el uso de guantes esteriles 
y la esterilizacion de todos los suministros y equipo, con el 
empleo de niveles bajos de antibioticos en los medios, ademas de 
la realization de las actividades bajo una campana esteril. 

El primer paso en el cultivo celular es la obtencion de celu¬ 
las. En la mayoria de los casos solo debe extraerse una ampolleta 
de celulas congeladas cultivadas con anterioridad de un tanque de 
nitrogeno liquido, descongelar la ampolleta y transferir las celu¬ 
las al medio de espera. Un cultivo de este tipo se conoce como 
cultivo secundario porque las celulas provienen de un cultivo 
previo. En un cultivo primario las celulas se obtienen del orga¬ 
nismo. Casi todos los cultivos primarios de celulas animales se 
toman de embriones, cuyos tejidos se disocian con mas facilidad 
en celulas que los tejidos de los adultos. La disociacion se efectua 
con la ayuda de una enzima proteolitica, como la tripsina, que 
digiere los dominios extracelulares de las proteinas que median 
la adhesion celular (cap. 7). Luego el tejido se lava para eliminar 
la enzima y por lo general se suspende en una solution salina 


que carece de iones Ca 2+ y contiene una sustancia, como tetra- 
acetato de etilenediamina (EDTA), que se une (quela) con los 
iones de calcio. Como se explico en el capitulo 7, los iones de 
calcio desempenan una funcion clave en la adhesion celular y su 
elimination de los tejidos facilita mucho la separation de las 
celulas. 

Una vez que las celulas se prepararon, pueden iniciarse dos 
tipos basicos de cultivos celulares. En un cultivo de masa, una 
cantidad mas o menos grande de celulas se agrega a una caja de 
cultivo; se asientan y unen al fondo para formar una capa relati¬ 
vamente uniforme de celulas. Las celulas que sobreviven crecen 
y se dividen y, tras varias generaciones, forman una monocapa 
que cubre el fondo de la caja (fig. 18-22 a). En un cultivo clonal 
se agrega una cantidad hasta cierto punto pequena de celulas a 
la caja para que cada celula este a cierta distancia de sus vecinas. 
En estas condiciones cada celula sobreviviente prolifera para 
formar una colonia o cion separado (fig. 18-22 b) cuyos miem- 
bros provienen de la misma celula original. 

Las celulas normales (no malignas) pueden dividirse una 
cantidad limitada de veces (por lo general 50 a 100) antes de 
envejecer y morir (pag. 505). Por ello muchas de las celulas que 
suelen usarse en los estudios con cultivo de tejido se someten a 
modificaciones geneticas que les permiten crecer por tiempo 
indefinido. Las celulas de este tipo se conocen como linea celu¬ 
lar y casi siempre crecen para formar tumores malignos cuando 
se inyectan en animales de laboratorio susceptibles. La frecuen- 
cia con la que una celula normal que crece en cultivo se transfor¬ 
ma de manera espontanea en una linea celular depende del 
organismo del que proviene. Por ejemplo, las celulas de raton se 
transforman con una frecuencia mas o menos alta; las celulas 
humanas se transforman solo raras veces, si es que sucede. Las 
lineas celulares humanas (p. ej., celulas HeLa) suelen derivarse 
de tumores humanos o de celulas tratadas con virus o sustancias 
que causan cancer. 

Muchos tipos distintos de plantas tambien pueden crecer 
en cultivo. En una tecnica, las celulas vegetales se tratan con la 
enzima celulasa, que digiere la pared celular y libera la celula 
desnuda o protoplasto. Entonces los protoplastos pueden culti- 
varse en un medio quimico definido que promueve su creci- 
miento y division. En condiciones adecuadas las celulas pueden 
crecer en un cumulo indiferenciado de celulas llamado callo, en 
el que es posible inducir el desarrollo de brotes de los que la 
planta puede regenerarse. En una tecnica alternativa, con trata¬ 
miento hormonal puede hacerse que las celulas del tejido de la 
hoja pierdan sus propiedades diferenciadas y se transformen en 
material de callo. El callo puede transferirse despues a un medio 
liquido para iniciar un cultivo celular. 

18.6 FRACCIQNAMIENTQ DEL CQNTENIDQ 
DE UNA CELULA MEDIANTE 

CENTRIFUGACION DIFERENCIAL 

La mayoria de las celulas contienen una variedad de 
organelos distintos. Si se pretende estudiar una funcion particu¬ 
lar de las mitocondrias o aislar una enzima particular del apara- 
to de Golgi, es conveniente aislar primero el organelo relevante 
en estado purificado. El aislamiento de un organelo particular en 
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FIGURA 18-22 Dos tipos de cultivos celulares. a ) Micrografia optica que 
muestra una pequena portion de un cultivo masivo de celulas L de raton 
que crecen en la superficie de una caja de cultivo en un medio qufmico. 
b ) Micrografia de bajo poder de colonias diseminadas sobre la superficie 


de una caja de cultivo. En este cultivo clonal, cada colonia contiene celu¬ 
las que son descendientes de una sola celula original. Este cultivo se initio 
con la adicion de solo unas 100 celulas a la caja. (Cortesia de Charity 
Waymouth.) 


gran cantidad suele lograrse mediante la tecnica de centrifuga¬ 
tion diferencial, que depende del principio de que, en tanto 
sean mas densas que el medio circundante,las particulas de dife- 
rente tamano y forma viajan hacia el fondo de un tubo centrifu- 
a distintas velocidades cuando se colocan en un campo de 
centrifugation. 

Para efectuar esta tecnica se procede primero a la rotura 
mecanica de las celulas con un homogeneizador mecanico. Las 
celulas se homogeneizan en una solution amortiguada isotonica 
(que a menudo contiene sacarosa), lo que previene la rotura de 
las vesiculas de membrana por osmosis. El homogeneizado se 
somete a una serie de centrifugaciones secuenciales cada vez con 
mayor fuerza centrifuga. Los pasos de esta tecnica se explican en 
el capitulo 8 y se ilustran en la figura 8-5. A1 principio el homo¬ 
geneizado se somete a fuerzas centrifugas bajas por un periodo 
corto para que solo los organelos celulares mas grandes, 
como los nucleos (y cualquier celula completa remanente), se 
sedimenten en una pelotilla. Los organelos citoplasmicos 
relativamente grandes (mitocondrias, cloroplastos, lisosomas y 
peroxisomas) pueden separarse de la suspension con fuerzas 
centrifugas mayores (fig. 8-5). Los microsomas (los fragmentos 
de membranas vacuolares y reticulares del citosol) y los riboso- 
mas de la suspension se retiran en los pasos subsiguientes. Este 
ultimo paso requiere la ultracentrifuga, que puede generar velo¬ 
cidades de 75 000 revoluciones por minuto que producen fuer¬ 
zas equivalentes a 500 000 veces la gravedad. Una vez que los 
ribosomas se retiran, el sobrenadante consiste en la fase soluble 
de la celula y las particulas demasiado pequenas para retirarse 
por sedimentation. 


Puesto que los pasos iniciales de la centrifugation diferen¬ 
cial no producen preparations puras de un organelo particular, 
casi siempre se requieren pasos adicionales. En muchos casos se 
logra una purification adicional mediante centrifugation de una 
de las fracciones a traves de un gradiente de densidad, como se 
observa en la figura 18-23, lo que distribuye el contenido de la 
muestra en varias capas de acuerdo con su densidad. La compo¬ 
sition de varias fracciones puede determinarse con el examen 
microscopico o la medicion de las cantidades de proteinas parti- 
culares conocidas como especificas de organelos particulares. 


Material 
resuspendido 
de la particula 
de 20 000 g 


Sacarosa — 
1 molar 


Sacarosa - 
2 molar 



65 000 g/2 h 

/ 

\ 

O 


' Gradiente de 



densidad de 

. Y 


Lisosomas llenos 
con Triton WR1339 
(1.12 g/ml) 

Mitocondrias 
(1.18 g/ml) 

Peroxisomas 
(1.23 g/ml) 


FIGURA 18-23 Purificacion de fracciones subcelulares por centrifugacion 
de equilibrio de gradiente de densidad. En este ejemplo particular, el 
medio se compone de un gradiente de densidad continuo de sacarosa y los 
distintos organelos se sedimentan hasta que llegan a un sitio en el tubo igual 
a su propia densidad, donde forman bandas. La particula de 20 000 g se 
obtiene como se muestra en la figura 8-5. 
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Los organelos celulares aislados por centrifugation diferen- 
cial conservan un nivel notable de actividad normal, siempre que 
no se expongan a condiciones desnaturalizantes durante el aisla- 
miento. Los organelos aislados por este procedimiento pueden 
usarse en sistemas libres de celulas para estudiar una gran variedad 
de actividades celulares, entre ellas la slntesis de protelnas unidas 
con la membrana (pag. 280), la formation de veslculas cubiertas 
(vease figura 8-6) y el transporte de solutos y el desarrollo de 
gradientes ionicos (vease figura 5-25 a). 

18.7 AISLAMIENTQ. PURIFICACIQN _ 

Y FRACCIQNAMIENTQ DE PRQTEINAS 

En el curso de este libro se consideran las propiedades 
de muchas protelnas. La protelna debe aislarse en un estado 
relativamente puro antes de poder obtener information de 
la estructura o la funcion de una protelna particular. Como la 
mayorla de las celulas contienen miles de protelnas diferentes, 
la purification de una sola especie puede ser todo un desaflo, en 
especial si la protelna se encuentra en baja concentration en la 
celula. En esta section se revisan de manera breve solo algunas 
de las tecnicas empleadas para purificar las protelnas. 

Por lo general la purification de una protelna se realiza 
mediante la elimination de los contaminantes por pasos. Es 
posible que dos protelnas sean muy similares en cuanto a una 
propiedad, como la carga general, y muy distintas en otra, como 
el tamano o la forma molecular. Por consiguiente, la purifica¬ 
tion completa de una protelna determinada suele requerir el 
uso de tecnicas sucesivas que aprovechan las diferentes propie¬ 
dades de las protelnas que se separan. La purification se mide 
como un incremento en la actividad especifica, que es el Indice 
entre la cantidad de esa protelna y el total de protelna presente 
en la muestra. Debe emplearse algun rasgo identificable de la 
protelna especifica como prueba para identificar la cantidad 
relativa de esa protelna en la muestra. Si la protelna es una enzi- 
ma, puede recurrirse a su actividad catalltica como prueba para 
vigilar la purification. Una alternativa consiste en basar las prue- 
bas en criterios inmunologicos, electroforeticos, microscopicos 
electronicos u otros. Las mediciones de la protelna total en una 
muestra pueden hacerse con varias propiedades, inclusive el 
nitrogeno total, que puede medirse con gran precision y es bas- 
tante constante en cerca de 16% del peso seco de todas las pro¬ 
telnas. 

Precipitacion selectiva 

El primer paso en la purification selectiva debe ser uno que pue- 
da realizarse en una preparation muy impura y pueda producir 
un gran aumento en la actividad especifica. Por lo general el 
primer paso aprovecha las diferencias en la solubilidad entre las 
protelnas mediante la precipitacion selectiva de la protelna 
deseada. Las propiedades de solubilidad de una protelna depen- 
den mucho de la distribution de cadenas laterales hidrofilas e 
hidrofobas en su superficie. La solubilidad de una protelna en 
una solution determinada depende de un equilibrio relativo 
entre las interacciones protelna-solvente que la mantienen en 
solution y de las interacciones protelna-protelna que hacen que 
se agregue y precipite de la solution. La sal que mas se utiliza 


para la precipitacion selectiva de protelnas es el sulfato de amo- 
nio, que es muy soluble en agua y tiene una gran fuerza ionica. 
La purification se logra mediante la adicion gradual de una 
solution saturada de sulfato de amonio al extracto crudo de pro- 
telna. Conforme la adicion de la sal continua, la precipitacion de 
las protelnas contaminantes aumenta y el precipitado puede 
desecharse. Al final se alcanza un punto en el que la protelna que 
se busca se separa de la solution. Este punto se reconoce por la 
perdida de actividad en la fraction soluble cuando se prueba con 
el ensayo particular que se utilice. Una vez que la protelna desea¬ 
da se precipita, las protelnas contaminantes se dejan en la solu¬ 
tion, mientras que la protelna buscada puede disolverse de 
nuevo. 


Cromatografla liquida de columna 

Cromatografla es un termino que designa varias tecnicas en las 
que una mezcla de componentes disueltos se fracciona a su paso 
por cierto tipo de matriz porosa. En las tecnicas de cromatogra¬ 
fla liquida, los componentes en una mezcla pueden relacionarse 
con una de dos fases alternativas: una fase movil, consistente en 
un solvente en movimiento, y una fase inmovil, que es la matriz 
a traves de la cual se mueve el solvente. 4 La fase inmovil de los 
procedimientos cromatograficos que se describen mas adelante 
consiste en materiales que se empacan en una columna. Las pro¬ 
telnas que van a fraccionarse se disuelven en un solvente y luego 
se pasan por la columna. Los materiales que conforman la fase 
inmovil contienen sitios a los que las protelnas en solution pue¬ 
den unirse. Conforme las moleculas de protelna individual in- 
teractuan con los materiales de la matriz, su progreso por la 
columna se retrasa. Por tanto, mientras mayor sea la afinidad de 
una protelna particular por el material de la matriz, su paso por 
la columna es mas lento. Como las diferentes protelnas de la 
mezcla tienen distinta afinidad por la matriz, se retrasan en dife- 
rente medida. Conforme el solvente pasa por la columna y gotea 
del fondo, se recolecta como fracciones en una serie de tubos. Las 
protelnas en la mezcla con la menor afinidad por la columna 
aparecen en las primeras fracciones que salen de la columna. La 
resolution de muchos procedimientos cromatograficos mejoro 
en los ultimos anos gracias al desarrollo de la cromatografia liqui- 
da de alto desempeno ( HPLC ), en la que se usan columnas largas 
y delgadas, y la fase movil se obliga a pasar por una matriz apre- 
tada no compresible que esta sometida a alta presion. 

Cromatografla de intercambio ionico Las protelnas son 
electrolitos polivalentes grandes y es improbable que muchas 
protelnas en una preparation de pureza partial tengan la misma 
carga general. La carga ionica se usa como base para la purifica¬ 
tion en diversas tecnicas, inclusive la cromatografla de inter¬ 
cambio ionico. La carga general de una protelna es la suma de 
todas las cargas individuales de sus aminoacidos componentes. 
Como la carga de cada aminoacido depende del pH del medio 
(vease fig. 2-27), la carga de cada protelna tambien depende del 


4 La cromatografia liquida se distingue de la cromatografia gaseosa en que la fase 
movil esta representada por un gas inerte. 
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pH. Cuando el pH disminuye, los grupos con carga negativa se 
neutralizan y los grupos con carga positiva se vuelven mas 
numerosos. Lo contrario ocurre cuando el pH aumenta. Existe 
un pH para cada protelna en el que el numero total de cargas 
negativas es igual al de cargas positivas. Este pH es el punto 
isoelectrico, en el que la protelna es neutra. El punto isoelectri- 
co de la mayorla de las protelnas esta por debajo del pH 7. 

La cromatografia de intercambio ionico depende del enlace 
ionico de las protelnas con una matriz de material inerte, como la 
celulosa, que contiene grupos cargados unidos mediante enlace 
covalente. Dos de las resinas de intercambio ionico mas usuales 
son la dietilaminoetilcelulosa (DEAE) y la carboximetilcelulosa 
(CM). La DEAE-celulosa tiene cargas positivas, por lo que se 
une con moleculas de carga negativa; es un intercambiador de 
a?ziones. La CM-celulosa posee carga negativa y es un intercam¬ 
biador de cationes. La resina se empaca en una columna y se per- 
mite que la solution de protelna pase por la columna en un 
amortiguador cuya composition promueve la union de algunas o 
todas las protelnas con la resina. Las protelnas se unen con la 
resina en forma reversible y pueden desplazarse por el aumento 
en la fuerza ionica del amortiguador (que agrega iones para com- 
petir con los grupos cargados de las macromoleculas para sitios 
en la resina) o por el cambio de su pH. Las protelnas se extraen 
de la columna en orden, de la que tiene una union menos fuerte 
a la unida con mayor fuerza. La figura 18-24 muestra una 
representation esquematica de la separation de dos especies de 
protelnas mediante la extraction por pasos de una columna 
de intercambio ionico. 

Cromatografia por filtracion en gel La filtration en gel 

separa protelnas (o acidos nucleicos) con base en su tamano 
efectivo {radio hidrodinamico). Como la cromatografia de inter¬ 
cambio ionico, el material de separation consiste en cuentas 
diminutas que se empacan en una columna a traves de la cual la 
solution de protelna pasa lentamente. Los materiales que se 
emplean en la filtration por gel se componen de polisacaridos 
con enlaces cruzados (dextranos o agarosa) de distinta porosi- 
dad, lo que permite que las protelnas se difundan dentro y fuera 
de las cuentas. La mejor forma de describir la tecnica es con un 
ejemplo (fig. 18-25). 

Supongase que se intenta purificar una protelna globular 
con una masa molecular de 125 000 daltones. Esta protelna se 
encuentra en solution con dos protelnas contaminantes de for¬ 
ma similar, una mucho mas grande de 250 000 daltones, y la 
otra mucho mas pequena, de 75 000 daltones. Un modo en que 
la protelna podrla purificarse consiste en pasar la mezcla por una 
columna de cuentas Sephadex G-150, que permite la entrada 
de protelnas globulares menores de 200 kDa. Cuando la mez¬ 
cla de protelnas pasa por el lecho de la columna, la protelna de 
250 kDa es incapaz de entrar a las cuentas y permanece disuelta 
en la fase solvente movil. Como resultado la protelna de 250 
kDa se extrae en cuanto el solvente de la columna (el volumen 
del lecho) termina de gotear. En cambio, las otras dos protelnas 
pueden difundirse a los intersticios entre las cuentas y su paso 
por la columna se retrasa. Conforme mas solvente pasa por la 
columna, estas protelnas se mueven hacia abajo y salen por el 
fondo, pero lo hacen a distintas velocidades. Entre las protelnas 
que entran a las cuentas, las especies mas pequenas se retrasan 
mas que las grandes. Por consiguiente, la protelna de 125 kDa se 
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Vrvy FIGURA 18-24 Cromatografia por intercambio ionico. Separacion 
^ de dos protelnas mediante DEAE-celulosa. En este caso, una 
resina de intercambio con carga positiva se usa para unirse con la protelna 
con mayor carga negativa. 


extrae en estado purificado, en tanto que la protelna de 75 kDa 
permanece en la columna. 

Cromatografia por afinidad Las tecnicas descritas hasta 
ahora utilizan las propiedades gruesas de una protelna para rea- 
lizar la purification o el fraccionamiento. Otra tecnica de 
purification llamada cromatografia por afinidad aprovecha las 
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FIGURA 18-25 Cromatografia por filtracion engel. Separacion de 
tres protelnas globulares con diferente masa molecular, como se 
describe en el texto. Entre las protelnas con forma basica similar, las molecu¬ 
las mas grandes se eliminan antes que las pequenas. 
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FIGURA 18-26 Cromatografiapor afinidad. a) Representation es- 
quematica de las cuentas cubiertas con agarosa con las que solo 
puede combinarse una proteina especifica. b ) Pasos del procedimiento cro- 
matografico. 


propiedades estructurales unicas de una proteina, lo que permite 
que una especie de proteina se retire de manera especifica de la 
solution mientras que las demas quedan en esta (fig. 18-26). Las 
proteinas interactuan con sustancias especificas: enzimas con 
sustratos, receptores con ligandos, antigenos con anticuerpos, 
etc. Cada uno de estos tipos de proteinas puede retirarse de la 
solution si la mezcla de proteinas se pasa a traves de una colum- 
na en la que la molecula especifica de interaction (sustrato, 
ligando, anticuerpo, etc.) se une mediante enlaces covalentes con 
un material inerte e inmovilizado (la matriz). Si, por ejemplo, 
una preparation impura de un receptor para acetilcolina se pasa 
por una columna que contiene cuentas de agarosa a la que se une 
un analogo de acetilcolina, el receptor se une de modo especifico 
con las cuentas siempre que las condiciones en la columna sean 
adecuadas para promover la interaction (pag. 172). Una vez que 
todas las proteinas contaminantes pasaron por la columna y 
salieron por el fondo, las moleculas del receptor para acetilcolina 
pueden desplazarse de sus sitios de union en la matriz mediante 
el cambio de la composition ionica o el pH del solvente en la 
columna. Por tanto, a diferencia de otros procedimientos croma- 
tograficos que separan proteinas con base en su tamano o carga, 
la cromatografia por afinidad puede lograr una purification casi 
total de la molecula deseada en un solo paso. 

Determination de las interacciones protelna-protel- 

na Una de las maneras de aprender respecto a la funcion de 
una proteina consiste en identificar las proteinas con las que 


interactua. Se cuenta con varias tecnicas disponibles para iden¬ 
tificar que proteinas de una celula podrian interactuar con una 
proteina determinada que ya se identified. Una de estas tecnicas 
acaba de describirse: la cromatografia por afinidad. Otra tecnica 
utiliza anticuerpos. Por ejemplo, considerese que la proteina A, 
que ya se identified y purified, es parte de un complejo con otras 
dos proteinas en el citoplasma, las proteinas B y C. Una vez que 
la proteina A se purifica, puede obtenerse un anticuerpo contra 
esta proteina y usarse como sonda para unirse y retirar la protei¬ 
na A de la solution. Si se prepara un extracto celular que conten- 
ga el complejo proteico A-B-C y el extracto se incuba con el 
anticuerpo contra A, la union del anticuerpo con la proteina A 
suele producir la coprecipitacion de otras proteinas unidas con A, 
en este caso las proteinas B y C, que pueden identificarse ense- 
guida. La coprecipitacidn de los fragmentos de DNA se descri- 
bio en la pagina 523. 

La tecnica de uso mas frecuente para buscar interacciones 
proteina-proteina es el sistema de dos hibridos de levadura 
que Stanley Fields y Ok-kyu Song de la New York State 
University en Stony Brook inventaron en 1989. Esta tecnica se 
ilustra en la figura 18-27 y depende de la expresion de un gen 
reportero, como la galactosidasa beta ( lacZ ), cuya actividad es 
facil de vigilar mediante una prueba que detecta un cambio de 
color en presencia de la enzima en una poblacion de celulas 
de levadura. La expresion del gen lacZ en este sistema se activa 
por una proteina particular (un factor de transcription) que 
contiene dos dominios, un dominio para union con DNA y un 
dominio de activation (fig. 18-27«). El dominio de union con 
DNA media la union con el promotor y el dominio de activa¬ 
tion media la interaction con otras proteinas participantes en la 
activation de la expresion del gen. Ambos dominios deben estar 
presentes para que haya transcription. Para emplear esta tecnica 
se preparan dos tipos diferentes de moleculas de DNA recom- 
binante. Una molecula de DNA contiene un segmento de DNA 
que codifica el dominio de union con DNA del factor de trans¬ 
cription unido con un segmento de DNA que codifica la pro¬ 
teina “carnada” (X). La proteina carnada es la que se caracterizo 
y aquella para la que se buscan compuestos potenciales de 
union. Cuando este DNA recombinante se expresa en una celu¬ 
la de levadura, la celula produce una proteina hibrida como la 
que se muestra en la figura 18-27/6. La otra molecula de DNA 
contiene una portion del factor de transcription que codifica el 
dominio de activation unido con el DNA que codifica una pro¬ 
teina desconocida (Y). Estos DNA (o cDNA como se les cono- 
ce) se preparan de los mRNA por action de la transcriptasa 
inversa como se describe en la pagina 768. Asumase que Y es 
una proteina capaz de unirse con la proteina carnada. Cuando 
un DNA recombinante que codifica Y se expresa en una 
celula de levadura, la celula produce una proteina hibrida como 
la mostrada en la figura 18-27r. Cuando se produce en una sola 
celula, ni la proteina hibrida que contiene X ni la que contiene 
Y son capaces de activar la transcription del gen lacZ (fig. 
18-2 7b, c). Sin embargo, si estas dos moleculas de DNA recom¬ 
binante particulares se introducen en la misma celula de leva¬ 
dura (como en la figura 18-27 d), las proteinas X y Y pueden 
interactuar una con la otra para reconstituir un factor de trans¬ 
cription funcional, un fenomeno que puede detectarse por la 
capacidad de la celula para producir galactosidasa beta. Con 
esta tecnica los investigadores pueden “pescar” proteinas codifi- 
cadas por genes desconocidos capaces de interactuar con la pro- 
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FIGURA 18-27 Uso del sistema de dos hibridos de levaduras. Esta prueba 
para la interaction entre dos proteinas depende de que una celula sea capaz 
de reunir dos partes de un factor de transcripcion. a) Las dos partes del 
factor de transcripcion (el dominio para union con DNA y el dominio de 
activacion) se ven aqui conforme el factor de transcripcion se une con el 
promotor de un gen (lacZ) que codifica la galactosidasa beta, b ) En este 
caso, una celula de levadura sintetizo el dominio para union con DNA del 
factor de transcripcion unido con una proteina X “carnada”. Este complejo 
no puede activar la transcripcion. c ) En este caso, una celula de levadura 
sintetizo el dominio de activacion del factor de transcripcion unido con 
una proteina Y desconocida (“pescado”). Este complejo no puede activar la 
transcripcion. d) Una celula de levadura sintetizo las proteinas X y Y, lo que 
reconstituye un factor de transcripcion completo y permite la expresion de 
lacZ, que es facil de detectar. e) Si el segundo DNA codifico una proteina, 
por ejemplo, Z, que no pudo unirse con X, la expresion del gen reportero no 
se habria detectado. 


teina “carnada”. El uso de esta tecnica en estudios de proteomica 
se describe en la pagina 62. 


Electroforesis en gel de poliacrilamida 

Otra tecnica poderosa que se utiliza mucho para fraccionar pro¬ 
teinas es la electroforesis. La electroforesis depende de la capa- 
cidad de moleculas cargadas para migrar cuando se colocan en 
un campo electrico. La separation electroforetica de proteinas 
casi siempre se realiza por electroforesis en gel de poliacrilami¬ 
da (PAGE), en la que las proteinas son impulsadas por una 
corriente que se aplica a traves de una matriz gelatinosa. La 
matriz se compone de polimeros de una pequena molecula orga- 
nica (acrilamida) que establece enlaces cruzados para formar un 
tamiz molecular. Puede formarse un gel de poliacrilamida como 
una losa delgada entre dos placas de vidrio o como un cilindro 
dentro de un tubo de vidrio. Una vez que el gel se polimeriza, la 
losa (o tubo) se suspende entre dos compartimientos que contie- 
nen un amortiguador en el que se sumergen electrodos opuestos. 
En un gel en forma de losa, la muestra concentrada que contiene 
las proteinas se coloca en ranuras sobre el borde superior del gel, 
como se muestra en el paso 1 de la figura 18-28. La muestra de 
proteina se prepara en una solution que contiene sacarosa o gli- 
cerol, cuya densidad impide que la mezcla se combine con el 
amortiguador en el compartimiento superior. Luego se aplica 
voltaje entre los compartimientos del amortiguador y la corrien¬ 
te fluye por la losa,lo que hace que las proteinas se muevan hacia 
el electrodo con carga opuesta (paso 2). Por lo general la separa¬ 
tion se efectua con amortiguadores alcalinos, lo que ocasiona 
que las proteinas tengan una carga negativa y las obliga a migrar 
hacia el anodo de carga positiva en el extremo contrario del gel. 
Despues de la electroforesis, la losa se retira de las placas de 
vidrio y se tine (paso 3). 

El movimiento relativo de las proteinas por un gel de poli¬ 
acrilamida depende de la densidad de carga (carga por unidad de 
masa) de las moleculas. Mientras mayor sea la densidad de car¬ 
ga, la proteina se impulsa con mas fuerza por el gel y por tanto 
la migration es mas rapida. No obstante, la densidad de carga es 
solo un factor importante en el fraccionamiento por PAGE; el 
tamano y la forma tambien influyen. La poliacrilamida forma un 
tamiz molecular con enlaces cruzados que enreda las proteinas 
que pasan por el gel. Entre mayor sea la proteina, mas se enreda 
y migra con mas lentitud. La forma tambien es un factor impor¬ 
tante, porque las proteinas globulares compactas se mueven mas 
rapido que las proteinas fibrosas alargadas de masa molecular 
similar. La concentration de acrilamida (y el agente de los enla¬ 
ces cruzados) que se emplea para hacer el gel es otro factor 
importante. A menor concentration de acrilamida, menos enla¬ 
ces cruzados se forman en el gel y la migration de una molecula 
proteica determinada puede ser mas rapida. Un gel que contiene 
5% de acrilamida podria ser util para separar proteinas de 60 a 
250 kDa, en tanto que el gel con 15% de acrilamida permitiria 
separar proteinas de 10 a 50 kDa. 

El progreso de la electroforesis se sigue al observar la 
migration de un tinte rastreador cargado que se mueve justo por 
delante de las proteinas mas rapidas (paso 2, fig. 18-28). Despues 
que el tinte rastreador se movio a la localization deseada, la 
corriente se corta y el gel se retira de su recipiente. Por lo general 
el gel se tine con azul Coomassie o tincion de plata para revelar 
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FIGURA 18-28 Electroforesis en gel de poliacrilamida. Las muestras de 
proteina suelen disolverse en una solucion de sacarosa cuya densidad impide 
que la muestra se mezcle con el amortiguador y luego se carga en los pozos 
con una pipeta fina como se muestra en el paso 1. En el paso 2 se aplica 
una corriente directa al gel, lo que ocasiona que las protemas se muevan en 
la poliacrilamida en carriles paralelos. Cuando se realiza en el detergente 
SDS, como casi siempre sucede, las protemas se mueven como bandas a 
velocidades inversamente proporcionales a su masa molecular. Una vez que 
la electroforesis se completa, el gel se retira del marco de vidrio y se tine en 
una charola (paso 3). 


la localization de las protemas. Si las protemas tienen marca 
radiactiva, su localization puede reconocerse al presionar el gel 
contra un fragmento de pelicula para rayos X a fin de producir 
una autorradiografia o el gel puede rebanarse en fracciones y las 
protemas individuales aislarse. Una alternativa consiste en trans¬ 
fers las protemas del gel por un segundo procedimiento electro- 
foretico a una membrana de nitrocelulosa para formar una 
mancha (pag. 757). Las protemas se absorben en la superficie de 
la membrana en las mismas posiciones relativas que ocupan en 
el gel. En una inmunotransferencia (Western blot), las protemas 
en la membrana se identifican por su interaction con anticuer- 
pos especificos. 

SDS-PAGE La electroforesis en gel de poliacrilamida 
(PAGE) suele llevarse a cabo en presencia del detergente con 
carga negativa sulfato de dodecilo sodico (SDS), que se une en 
grandes cantidades con todos los tipos de moleculas de proteina 
(pag. 132). La repulsion electrostatica entre las moleculas unidas 
del SDS hace que las protemas se desplieguen en forma similar a 
un baston, lo que elimina las diferencias en la forma como factor 
para la separation. El numero de moleculas de SDS que se unen 
con una proteina es casi proportional a la masa molecular de la 
proteina (cerca de 1.4 g de SDS por gramo de proteina). Por 
consiguiente cada especie de proteina, sin importar el tamano, 
tiene una densidad de carga equivalente y se impulsa por el gel 
con la misma fuerza. Sin embargo, como la poliacrilamida tiene 
muchos enlaces cruzados, las protemas mas grandes se retienen 
en mayor medida que las pequenas. Como resultado las protei- 
nas se separan por SDS-PAGE con base en una sola propiedad: 
su masa molecular. Ademas de separar las protemas de una mez- 
cla, la tecnica SDS-PAGE puede usarse para determinar la masa 
molecular de varias protemas mediante la comparacion de las 
posiciones en las bandas con las producidas por protemas de 
tamano conocido. En las paginas 145 y 173 se muestran ejem- 
plos de SDS-PAGE. 

Electroforesis en gel bidimensional En 1975, Patrick 
O’Farrell de la California University en San Francisco, desarro- 
116 una tecnica llamada electroforesis bidimensional en gel para 
fraccionar mezclas complejas de protemas con el uso de dos 
propiedades diferentes de las moleculas. Las protemas se sepa¬ 
ran primero en un gel tubular de acuerdo con su punto isoelec- 
trico por una tecnica denominada enfoque isoelectrico. Tras la 
separation, el gel se retira y se coloca arriba de una losa de poli¬ 
acrilamida saturada con SDS para someterla a SDS-PAGE. Las 
protemas se mueven hacia el gel de la losa y se separan de acuer¬ 
do con su masa molecular (fig. 18-29). Una vez separadas, las 
protemas individuales pueden retirarse del gel y digerirse en 
fragmentos peptidicos susceptibles de analizarse mediante 
espectrometria de masa. La resolution de esta tecnica es sufi- 
ciente para distinguir la mayoria de las protemas de una celula. 
Por su gran poder de resolution, la electroforesis bidimensio¬ 
nal en gel es ideal para detectar cambios en las protemas presen- 
tes en una celula en distintas condiciones, en diferentes etapas 
de desarrollo o del ciclo celular o en distintos organismos (vease 
fig. 2-47). Sin embargo, la tecnica no es adecuada para diferen- 
ciar entre protemas que tienen una masa molecular elevada, que 
son muy hidrofobas o de las que hay muy pocas copias en la 
celula. 
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FIGURA 18-29 Electroforesis bidimensional en gel. Gel de poliacrilamida 
bidimensional de protemas cromosomicas no histonas de la celula HeLa 
marcadas con [ 35 S]metionina. Con esta tecnica pueden resolverse mas de 
mil protemas diferentes. (Tomada de J. L. Peterson y E. H. McConkey, 
J Biol Chem 251:550,1976.) 


Medicion y analisis de protemas 

Uno de los metodos mas sencillos y usuales para identificar la 
cantidad de proteina o acido nucleico presente en una solution 
determinada es medir la cantidad de luz de una longitud de 
onda especifica que absorbe esa solution. El instrumento 
empleado para efectuar esta medicion es el espectrofotometro. 
Para realizar este tipo de medicion la solution se deposita en un 
recipiente especial de cuarzo con lados pianos (se usa cuarzo 
porque, a diferencia del vidrio, no absorbe la luz ultravioleta) 
llamado cubeta, que se coloca en el haz de luz del espectrofoto¬ 
metro. La cantidad de luz que pasa por la solution sin ser absor- 
bida (es decir, la luz transmitida) se mide en fotoceldas del otro 
lado de la cubeta. 

Dos de los 20 aminoacidos incorporados en las protemas, la 
tirosina y la fenilalanina, absorben la luz del espectro ultraviole¬ 
ta, con una absorbancia maxima cercana a 280 nm. Si las protei- 
nas en estudio tienen un porcentaje tipico de estos aminoacidos, 
la absorbancia de la solution en esta longitud de onda propor- 
ciona una medida de la concentration de proteina. Una alterna- 
tiva es emplear varias pruebas quimicas, como la tecnica de 
Lowry o de Biuret, en las que la proteina en solution participa 
en una reaction que produce un compuesto coloreado cuya con¬ 
centration es proportional a la concentration de proteina. 

Espectrometrla de masa Como se explica en la pagina 69, 
el campo emergente de la proteomica depende mucho del ana¬ 
lisis de las protemas mediante espectrometria de masa. Los espec¬ 
trometros de masa son instrumentos analiticos que se usan sobre 
todo para medir las masas de moleculas, determinar formulas 
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FIGURA 18-30 Principios de operation de un espectrometro de masa. 

(Tomada de J. E. Brady, J. Russell y J. R. Holum, Chemistry 3rd ed. 
Derechos reservados © 2000, John Wiley and Sons, Inc. Reimpresa 
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quimicas y estructura molecular, y para identificar sustancias 
desconocidas. Los espectrometros de masa realizan estas tareas 
mediante la conversion de sustancias de una muestra en iones 
gaseosos con cargas positivas, que se aceleran a traves de un tubo 
curvo hacia una placa con carga negativa (fig. 18-30). Cuando 
los iones pasan por el tubo, se someten a un campo magnetico 
que los separa unos de otros de acuerdo con su masa molecular 
[o, de manera mas precisa, segun su proportion entre masa y 
carga (m/z)]. Los iones golpean un detector electronico que se 
localiza al final del tubo. Los iones mas pequenos viajan mas rapi- 
do y golpean el detector con mas rapidez que los iones mas 
grandes. La information del detector se convierte en una serie 
de picos del indice m/z ascendente (como en la figura 2-48). 

Aunque los espectrometros de masa han sido los instru¬ 
mentos favoritos de los quimicos durante muchos anos, hace 
apenas unos 10 anos que los biologos descubrieron sus sorpren- 
dentes poderes analiticos. Ahora, con la espectrometria de masa 
(MS), los bioquimicos pueden identificar protemas desconocidas 
en cuestion de horas. Para realizar este analisis las protemas sue- 
len digerirse con tripsina y los peptidos resultantes se ionizan 
con suavidad y se convierten en gases por uno de dos procedi- 
mientos. El desarrollo de estas tecnicas de ionization de pepti¬ 
dos fue clave para adaptar la MS al estudio de las protemas. En 
un procedimiento, llamado ionization por desorcion con laser asis- 
tidapor matrix ( MALD1 ), la muestra de proteina se aplica como 
parte de una matriz cristalina que se irradia con un pulso de laser. 
La energia del laser excita la matriz y la energia absorbida con¬ 
vierte los peptidos en iones gaseosos. En un procedimiento alter¬ 
native, la ionization de electroaerosol (ESI), se aplica un potential 
electrico a una solution peptidica,lo que hace que los peptidos se 
ionicen y el liquido se rocie como un fino aerosol de particulas 
cargadas que entran al espectrometro. Como actua sobre las 
moleculas en solution, la ESI es adecuada para ionizar peptidos 
preparados con protemas fraccionadas mediante una tecnica de 
cromatografia liquida que se usa con mucha frecuencia. 

Una vez que las masas moleculares de los peptidos en la 
muestra se conocen, la proteina completa puede identificarse 
mediante la busqueda en una base de datos como se describe en 
la pagina 71. Si la proteina no se identifica sin ambigiiedades, 
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uno o mas de los peptidos generados mediante digestion con 
tripsina 5 pueden fragmentarse en un segundo paso para some- 
terlos a otra ronda de espectrometria de masa. Este procedi- 
miento de dos pasos (llamado MS en tandem o MS/MS) 
permite conocer la secuencia de aminoacidos de los peptidos e 
identificar de manera inequivoca a la proteina. La MS/MS es 
tan potente que las mezclas complejas de cientos de proteinas 
desconocidas pueden digerirse y someterse a espectrometria de 
masa para identificar de una sola vez cada una de las proteinas 
de la mezcla. 

18.8 IDENTIFICACIQN DF LA ESTRUCTURA 
DE PROTEINAS Y CQMPI EIQS 

M1JLTIS1JB1JNITARIQS 

La cristalografia por rayos X (o difraccion de rayos X) 

utiliza cristales de proteina que se bombardean con un fino haz 
de rayos X (fig. 18-31). La radiacion que se dispersa (difracta) 
por los electrones de los atomos de la proteina golpea un detec¬ 
tor sensible a los electrones situado detras del cristal. El patron 
de diferenciacion que el cristal produce depende de la estructura 
interna de la proteina; la gran cantidad de moleculas en el cristal 
refuerza las reflexiones y ocasiona que se comporte como si fue- 
ra una molecula gigante. Las posiciones e intensidades de los 
reflejos, como los de la placa fotografica de la figura 2-33, pue¬ 
den relacionarse en forma matematica con las densidades elec- 
tronicas dentro de la proteina porque son los electrones de los 
atomos los que produjeron esas reflexiones. La resolution obte- 
nida por la difraccion de los rayos X depende de la cantidad de 
manchas que se analice. 

La mioglobina fue la primera proteina cuya estructura se 
identified por difraccion de rayos X. La proteina se analizo de 


5 La fragmentation se logra dentro de un espectrometro de masa mediante la 
colision de los peptidos con un gas inerte. La energfa del choque rompe los enlaces 
peptidicos para producir una coleccion aleatoria de fragmentos del peptido original. 
La secuencia de aminoacidos de cada fragmento, y por consecuencia del peptido 
original, puede determinarse si se busca en una base de datos que contenga las masas 
de los fragmentos teoricos con todas las secuencias posibles de aminoacidos que 
pueden formarse a partir de las proteinas codificadas por ese genoma. 



FIGURA 18-32 Distribution de densidad electronica de una pequena 
molecula organica (dicetopiperacina) calculada con varios niveles de 
resolution. Con la resolution mas baja (a) solo puede distinguirse la natu- 
raleza anular, mientras que la resolution mas alta (d) revela la densidad 



FIGURA 18-31 Analisis por difraccion de rayos X. Diagrama de la difraccion 
de rayos X por atomos de un piano de un cristal en una placa fotografica. 
La serie ordenada de los rayos dentro del cristal produce una serie repetitiva 
de ondas circulares superpuestas que se dispersan e intersectan la pelicu- 
la. Como sucede con la difraccion de la luz visible, las ondas forman un 
patron de interferencia que se refuerzan unas a otras en algunos puntos de 
la pelicula y se cancelan entre si en otros puntos. 


modo sucesivo con 6,2 y 1.4 A, con periodos de anos entre cada 
identification completa. Si se considera que los enlaces covalen- 
tes miden entre 1 y 1.5 A de largo, y los enlaces no covalentes 
miden entre 2.8 y 4 A de longitud, la information reunida para 
una proteina depende de la resolution lograda. Esto se ilustra 
con una comparacion de la densidad electronica de una pequena 
molecula organica en cuatro niveles de resolution (fig. 18-32). 
En la mioglobina, una resolution de 6 A fue suficiente para 
mostrar la manera en que la cadena polipeptidica se pliega y la 
localization de la fraction hemo, pero no para mostrar la estruc¬ 
tura dentro de la cadena. Una resolution de 2 A permitio separar 
los grupos de atomos unos de otros, mientras que con 1.4 A se 
reconocieron las posiciones de los atomos individuales. A la 
fecha se han determinado las estructuras de varios cientos de 
proteinas con resolution atomica (<1.2 A) y unas cuantas con 
resolution de apenas 0.66 A. 

Con los anos, la tecnologia de difraccion de rayos X mejoro 
mucho. Le tomo a Max Perutz 22 anos resolver la estructura de 
la hemoglobina (fig. 2-38), una tarea que en la actualidad reque- 
riria unas pocas semanas. En la mayoria de los estudios actuales: 
1) se generan haces de rayos X intensos y muy enfocados con 



electronica alrededor de cada atomo (indicada por las lineas de contorno 
circular). (Tomada de D. Hodgkin. Reimpresa con autorizacion de 
Nature 188:445,1960. © 1960, Macmillan Magazines Ltd.) 
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sincrotrones (vease pag. 100), que son aceleradores de particulas 
de alta energia que producen rayos X como producto interme¬ 
diary, y 2) las placas fotograficas se sustituyeron por detectores 
electronicos muy sensibles (instrumentos unidos por carga o 
CCD) que proporcionan una lectura digital de los datos de la 
difraccion. El uso de estos instrumentos junto con computado- 
ras cada vez mas potentes permite a los investigadores reunir y 
analizar datos suficientes para reconocer la estructura terciaria 
de casi todas las proteinas en cuestion de horas. Como resulta- 
do de estos avances la cristalografia con rayos X se aplica al ana- 
lisis de estructuras moleculares cada vez mas grandes. Es 
probable que la mejor forma de ilustrar esto sea con el exito 
obtenido en la identification de la estructura del ribosoma, que 
se explica en el capitulo 11. En la mayoria de los casos, como 
sucedio con el estudio del ribosoma, el principal desafio en este 
campo es obtener cristales utiles. 

Aunque la cristalografia por rayos X es ideal para identifi- 
car la estructura de proteinas solubles que se prestan a la crista- 
lizacion, puede ser muy desafiante en el estudio de estructuras 
complejas con multiples subunidades, como los ribosomas o los 
proteasomas, o para proteinas de membrana, de las que es dificil 
obtener los cristales tridimensionales necesarios para el analisis. 
A menudo el analisis estructural de estos tipos de especimenes 
se realiza con una tecnica alternativa que aprovecha la ventaja 
del inmenso poder de resolution del microscopio electronico y 
las tecnicas de procesamiento de imagen basadas en computado- 
ra. Existen dos metodos generales para el estudio de particulas 
individuates al microscopio electronico. En uno de ellos, las par¬ 
ticulas se colocan en una rejilla de microscopio electronico y se 
les aplica tincion negativa (como se expone en la pagina 738). 
En el otro metodo, que se conoce como criomicroscopia electroni¬ 
cs o crio-EM, las particulas se colocan en una rejilla y se conge- 
lan con rapidez en nitrogeno liquido sin fijarse ni tenirse. En 
ambos casos, las rejillas se colocan en la columna del microsco¬ 
pio y se toman fotografias de las particulas. Cada fotografia es 
una imagen bidimensional de una particula individual en la 
orientation que asume cuando se valora en la rejilla. Cuando las 
imagenes bidimensionales de decenas de miles de especimenes 
diferentes en todas las orientaciones concebibles se someten al 
analisis de una computadora de gran potencia, puede recons- 
truirse una imagen tridimensional de la particula con una reso¬ 
lution de tan solo 5 A. La figura 2-55 ilustra un modelo de un 
ribosoma eucariota obtenido con esta tecnica. Esta tecnica tam- 
bien es util para capturar imagenes de una estructura, como un 
ribosoma, en diferentes etapas de un proceso dinamico, como el 
paso de elongation de la sintesis proteica. Con este metodo se 
han revelado varios de los principals cambios conformacionales 
que ocurren durante cada paso de la traduction. 

Ademas, las estructuras de resolution atomica determina- 
das por cristalografia de rayos X pueden ajustarse en las recons- 
trucciones de microscopia electronica de menor resolution para 
mostrar como interactuan las moleculas individuales que consti- 
tuyen un complejo multisubunitario y como podrian trabajar 
juntas para realizar una actividad especifica. En la figura 18-33 
se muestra la estructura terciaria de un filamento compuesto de 
actina y ADF (un miembro de la familia de la cofilina, pag. 376). 
Las estructuras de las dos proteinas se determinaron mediante 
estudios de cristalografia de rayos X separados y luego se ajusta- 
ron en un modelo de microscopia electronica de un filamento de 
actina-ADF. La reconstruction mostrada en la figura sirvio 


FIGURA 18-33 La combination de datos de microscopia electronica y cris- 
talografia de rayos X proporciona information sobre interacciones entre 
proteinas y sobre la estructura de complejos multisubunitarios. La recons¬ 
truction basada en micrografias electronicas de un filamento de actina-ADF 
se muestra en gris. Las estructuras obtenidas por cristalografia de rayos X de 
alta resolution de monomeros individuales de actina (rojo) y moleculas 
de ADF (verde) se ajustaron en la estructura determinada por EM, con 
menor resolution. (Tomada de Vitold E. Galkin, et al., cortesia de 
Edward H. Egelman,J. Cell Biol. 163:1059,2003; con autorizacion 

DEL TITULAR DEL COPYRIGHT, ROCKEFELLER UNIVERSITY PRESS.) 


como base para un mecanismo propuesto, mediante el cual las 
proteinas de la familia de la cofilina pueden inducir el corte y la 
despolimerizacion de un filamento de actina (pag. 380). 

La microscopia crioelectronica tambien es adecuada para el 
estudio de proteinas de membrana, como los receptores nicoti- 
nicos para acetilcolina (vease la section Vias experimentales del 
capitulo 4), que pueden empacarse muy ajustados a temperatu- 
ras muy bajas (p. ej., -195°C) en conjuntos cristalinos bidimen¬ 
sionales dentro del piano de la membrana. Las estructuras que se 
ilustran en la pagina 174 se identificaron a partir de imagenes 
microscopicas electronicas de alta resolution combinadas de 
muchas moleculas de proteina diferentes tomadas en varios 
angulos. Esta tecnica se conoce como cristalografia electronica. 

18.9 PURIFICACION DE ACIDQS NIJCLEICQS 

Los pasos necesarios para la purification de acidos 
nucleicos son muy distintos de los que se emplean en la purifi¬ 
cation de proteinas, lo que refleja la diferencia basica en la 
estructura de estos dos tipos de macromoleculas. El primer paso 
en la purification de DNA suele ser la homogeneizacion de 
celulas y el aislamiento de los nucleos de los que se extrae el 
DNA. Los nucleos luego se extraen con una solution salina 
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amortiguada que contiene un detergente, como el SDS, que sir- 
ve para destruir los nucleos y liberar el DNA. La viscosidad de 
la solution se eleva mucho cuando el DNA se libera. El deter¬ 
gente tambien inhibe cualquier actividad de nucleasa presente 
en la preparation. 

El principal objetivo de los siguientes pasos de la purifica¬ 
tion es separar el DNA de los materiales contaminantes, como 
el RNA y las proteinas. Por lo general la elimination de protei- 
nas se efectua al agitar la mezcla con un volumen de fenol. El 
fenol (o fenol/cloroformo como alternativa) es un desnaturali- 
zante activo de las proteinas que causa que las proteinas de la 
preparation pierdan su solubilidad y se precipiten en la solution. 
Como el fenol y las soluciones salinas amortiguadas son inmis- 
cibles, la suspension solo se centrifuga para separar las fases, lo 
que deja el DNA (y el RNA) en solution con la fase acuosa 
superior y la proteina presente como precipitado en el limite 
entre las dos fases. La fase acuosa se retira del tubo y se somete 
a ciclos repetidos de agitation con fenol y centrifugation hasta 
que ya no se retire mas proteina de la solution. Despues los aci- 
dos nucleicos se precipitan de la solution con la adicion de eta- 
nol frio. Con frecuencia el etanol frio forma una capa arriba de 
la solution acuosa de DNA y el DNA se enrolla en un cilindro 
de vidrio conforme sale de la solution en la interfase entre el 
etanol y la solution salina. En cambio, el RNA sale de la solu¬ 
tion como un precipitado floculento que se asienta en el fondo 
del recipiente. Despues de este procedimiento de purification 
initial el DNA se disuelve de nuevo y se trata con ribonucleasa 
para retirar el RNA contaminante. A continuation la ribonu¬ 
cleasa se destruye con una proteasa, que se retira mediante des- 
proteinizacion con fenol, y el DNA se precipita con etanol. 

El RNA puede purificarse en forma similar con DNAasa 
en los pasos finales de la purification en lugar de ribonucleasa. 
En 1987 se publico un procedimiento alternativo para aislar 
RNA en un solo paso. En esta tecnica, los tejidos se homogenei- 
zan en una solution que contiene tiocianato de guanidina 4 M y 
el extracto de RNA se mezcla con fenol y se agita con clorofor- 
mo (o bromocloropropano). Despues la suspension se centrifu¬ 
ga, lo que deja el RNA en la fase acuosa superior y el DNA y la 
proteina en el cambio de una fase a otra. 

En un metodo alternativo de purification de DNA se usan 
membranas o matrices a las cuales el DNA se unira en condicio- 
nes especificas. Para purificar DNA usando uno de estos mate¬ 
riales, las celulas se lisan en una solution que facilita la union 
selectiva del DNA a la matriz. El lisado se aplica a la matriz y los 
contaminantes se eliminan del DNA mediante lavado. Por ulti¬ 
mo, la matriz se enjuaga del DNA con un amortiguador eluente. 
A menudo estas matrices se apilan en diminutas columnas den- 
tro de tubos de centrifuga, para que los pasos de union, lavado y 
elution puedan realizarse de modo eficiente mediante la aplica- 
cion de una fuerza centrifuga. 

18.10 FRACCIONAMIENTO _ 

DE ACIDOS NUCLEICOS 

Cualquier metodo de fraccionamiento sistematico debe 
explotar las diferencias entre los miembros de una mezcla con 
fines de separation. Las moleculas de acido nucleico pueden 
diferir entre si en tamano global, composition de bases, topologia 


y secuencia de nucleotidos. Por tanto, los metodos de fracciona- 
miento para acidos nucleicos se basan en estas caracteristicas. 

Separacion de DNA por electroforesis en gel 

De las diversas tecnicas empleadas en el fraccionamiento de 
proteinas descritas antes, una de ellas, la electroforesis en gel, 
tambien se usa mucho para separar acidos nucleicos con masa 
molecular diferente (o sea, longitud del nucleotido). Las mole¬ 
culas pequenas de RNA o DNA de unos cuantos cientos de 
nucleotidos o menos casi siempre se separan por electroforesis 
en gel de poliacrilamida. Las moleculas mas grandes tienen pro- 
blemas para pasar por la poliacrilamida de enlaces cruzados y 
por lo general se fraccionan en gel de agarosa, que es mas poro- 
so. La agarosa es un polisacarido extraido de un alga marina; se 
disuelve con un amortiguador caliente, se vierte en un molde y 
se gelatiniza con el simple descenso de temperatura. La separa¬ 
tion de moleculas de DNA mayores de 25 kb suele hacerse 
mediante la tecnica de electroforesis en campo con pulsos en la 
que la direction del campo electrico en el gel se cambia en forma 
periodica, lo que ocasiona que las moleculas de DNA se reorien- 
ten durante la migration. 

Despues de la electroforesis, los fragmentos de DNA en el 
gel se visualizan empapando el gel en una solution de colorante 
como bromuro de etidio. Este se intercala en la doble helice y 
hace que las bandas de DNA presenten fluorescencia cuando se 
ven con radiation ultravioleta (fig. 18-34). La sensibilidad de la 
electroforesis en gel es tan alta que moleculas de DNA o RNA 
que difieren por un solo nucleotido pueden separarse con esta 
tecnica, una caracteristica que dio origen a un metodo invalua¬ 
ble para la secuenciacion del DNA (pag. 766). Dado que la rapi- 
dez de migration por un gel tambien puede ser afectada por la 
forma de la molecula, es posible usar la electroforesis para sepa¬ 
rar moleculas con diferente conformation, como formas circular 
y lineal o relajada y superenrollada (vease fig. 10-12). 

Separacion de acidos nucleicos 
por ultracentrifugacion 

La experiencia indica que la estabilidad de una solution (o sus¬ 
pension) depende de los componentes. La crema flota sobre la 
leche cruda, un precipitado fino se asienta en forma gradual en el 
fondo del recipiente y una solution de cloruro de sodio perma- 
nece estable por tiempo indefinido. Muchos factores determinan 
si un componente se asienta o no en un medio liquido; estos 
factores incluyen el tamano, la forma y la densidad de la sustan- 
cia, asi como la densidad y la viscosidad del medio. Si un compo¬ 
nente de una solution o suspension es mas denso que el medio, 
la fuerza centrifuga determina que se concentre en el fondo de 
un tubo de la centrifuga. Las particulas mas grandes se sedimen- 
tan con mas rapidez que las pequenas de forma y densidad simi- 
lares. La tendencia de las moleculas a concentrarse durante la 
centrifugation se contrarresta por los efectos de la difusion, que 
ocasiona que las moleculas se redistribuyan de modo mas unifor¬ 
me (aleatorio). El desarrollo de las ultracentrifugas permitio 
generar fuerzas centrifugas de hasta 500 000 veces la fuerza de la 
gravedad, que son lo bastante grandes para contrarrestar los efec¬ 
tos de la difusion y hacen que las macromoleculas se sedimenten 
hacia el fondo de un tubo de centrifuga. La centrifugation se 
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FIGURA 18-34 Separation de fragmentos de restriction de DNA por elec¬ 
troforesis en gel. a) El DNA se incuba con una enzima de restriccion, que 
lo corta en fragmentos (pag. 759). La mezcla de fragmentos se introduce 
en una ranura o foso en una placa de agarosa y se aplica corriente electrica. 
Las moleculas de DNA con carga negativa emigran hacia el electrodo posi¬ 
tivo y se separan por tamano. b ) Todos los fragmentos de DNA que estan 
presentes en un gel pueden revelarse mediante la inmersion del gel en una 
solucion de bromuro de etidio para luego observar el gel con luz ultravioleta. 
( B , FOTOGRAFIA DE PhILLIPE PlAILLy/ScIENCE PhOTO LiBRARy/PhOTO 
Researchers.) 


realiza en un ambiente casi de vaclo para minimizar la resistencia 
por friction. Las moleculas de DNA (y de RNA) se someten a 


analisis extensivos con tecnicas que utilizan la ultracentrlfuga. 
Para los fines de este capltulo se consideran dos de las tecnicas de 
centrifugation mas usuales en el estudio de los acidos nucleicos 
que se ilustran en la figura 18-35. 

Sedimentacion por velocidad La rapidez con que una 
molecula dada se mueve en respuesta a la fuerza centrifuga es su 
velocidad de sedimentacion. Dado que la velocidad de sedimenta¬ 
tion cambia con la fuerza centrifuga, una molecula dada se 
caracteriza por un coeficiente de sedimentation, que es la velo- 
cidad de sedimentation dividida entre la fuerza. En todo este 
libro se ha aludido al valor S de diversas macromoleculas y sus 
complejos. La unidad S (o Svedberg, en honor del inventor de la 
ultracentrlfuga) equivale a un coeficiente de sedimentation de 

10 - 13 s. Dado que la velocidad con que una particula se mueve 
por una columna de liquido depende de varios factores, incluida 
la forma, la determination de los coeficientes de sedimentation 
no proporciona por si sola la masa molecular. Sin embargo, 
mientras se trate del mismo tipo de molecula, el valor S propor- 
ciona una buena medida del tamano relativo. Por ejemplo, los 
tres RNA ribosomicos de E. coli, a saber, las moleculas de 5 S, 
16S y 23S, tienen longitudes de 120,1600 y 3 200 nucleotidos, 
respectivamente. 

En la sedimentacion por velocidad (o por zona de velocidad), 
las moleculas de acido nucleico se separan segun la longitud del 
nucleotido. La muestra que contiene la mezcla de moleculas de 
acido nucleico se divide con cuidado en capas sobre una solution 
que contiene una concentration creciente de sacarosa (u otra 
sustancia adecuada). Este gradiente preformado aumenta la 
densidad (y la viscosidad) desde la superficie al fondo. Cuando 
se someten a grandes fuerzas centrifugas, las moleculas se mue- 
ven por el gradiente a una velocidad determinada por su coefi- 
ciente de sedimentation. A mayor coeficiente de sedimentation, 
mas lejos se mueve la molecula en un periodo determinado de 
centrifugation. Como la densidad del medio es menor que la 
de las moleculas de acido nucleico, aun en el fondo del tubo 
(alrededor de 1.2 g/ml para la solution de sacarosa y 1.7 g/ml 
para el acido nucleico), estas moleculas continuan su sedimenta¬ 
tion siempre que el tubo se centrifugue. En otras palabras, la 
centrifugation nunca alcanza el equilibrio. Despues de un perio¬ 
do prescrito, el tubo se retira de la centrifuga, su contenido se 
fracciona (como se muestra en la figura 18-35c) y se determinan 
las posiciones relativas de las diversas moleculas. La presencia 
de la sacarosa viscosa impide que el tubo se mezcle a causa de la 
convection o la manipulation, lo que permite que las molecu¬ 
las con valor S identico permanezcan en su sitio en la forma de 
una banda. El valor S de los componentes desconocidos pue- 
de establecerse si estan presentes moleculas marcadoras con un 
coeficiente de sedimentation conocido. Las figuras 11-13 y 

11- 17 muestran los resultados experimentales obtenidos median¬ 
te la centrifugation con gradiente de densidad de sacarosa. 

Centrifugacion de equilibrio En el otro tipo de tecnica de 
centrifugation, la centrifugacion de equilibrio (o isopicnica) (fig. 
18-35A), las moleculas de acido nucleico se separan segun su 
densidad de flotation. Por lo general en este procedimiento se 
utiliza una solution muy concentrada de la sal del metal pesado 
cesio. El analisis se inicia con la mezcla del DNA con la solution 
de cloruro de cesio o sulfato de cesio en el tubo de la centrifuga 
para luego someter el tubo a centrifugation prolongada (p. ej., 
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FIGURA 18-35 Tecnicas de sedimentation de acido nucleico. a) Separation 
de moleculas de DNA de diferente tamano por la velocidad de sedimenta¬ 
tion. El gradiente de densidad de la sacarosa se establece dentro del tubo 
(paso 1) al permitir que una solution de sacarosa de concentration cada vez 
mayor drene por la pared del tubo. Una vez que el gradiente se forma, la 
muestra se divide en capas con cuidado en la parte alta del gradiente (pasos 
2 y 3), y el tubo se somete a centrifugation (p. ej., 50 000 rpm durante 5 h) 
como se ilustra en el paso 4. Las moleculas de DNA se separan con base 
en su tamano (paso 5). b ) Separation de las moleculas de DNA por sedi¬ 
mentation de equilibrio con base en las diferencias en la composition. La 
muestra de DNA se mezcla con la solution de CsCl (paso 1) y se somete a 
centrifugation prolongada (p. ej., 50 000 rpm durante 72 h). El gradiente de 
CsCl se forma durante la centrifugation (paso 2) y las moleculas de DNA 
forman bandas en regiones de densidad equivalente (paso 3). c) El tubo 
del experimento b se punciona y se permite que el contenido gotee a tubos 
sucesivos, lo que fracciona el contenido del tubo. Se mide la absorbancia de 
la solution en cada fraction y se grafica como se muestra. 
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trarresta con la tendencia contraria para redistribuirse por difu¬ 
sion, y el gradiente se estabiliza. Conforme el gradiente de cesio 
se forma, las moleculas individuales de DNA se impulsan hacia 
abajo o se mueven por flotation hacia arriba en el tubo, hasta 
que llegan a una position con una densidad de flotation equiva¬ 
lente a la propia, momento en el que ya no experimentan mas 
movimiento. Las moleculas con densidad equivalente forman 
bandas angostas dentro del tubo. Esta tecnica es lo bastante sen¬ 
sible para separar moleculas de DNA con diferente composition 
de bases (como se ilustra en la figura 18-35A) o las que tie- 
nen distintos isotopos de nitrogeno ( 1S N contra 14 N, como se 
muestra en la figura 13-3A). 



Fondo Numero de fraccion Arriba 

(c) 


dos a tres dias con fuerzas elevadas). Durante la centrifugation 
los iones pesados de cesio se dirigen despacio hasta el fondo del 
tubo y forman un gradiente de densidad continuo en toda la 
columna de liquido. Despues de cierto tiempo la tendencia de 
los iones de cesio a concentrarse hacia el fondo del tubo se con- 


18.11 HIBRIDACION DE ACIDO NIJCLEICQ 

La hibridacion de acido nucleico comprende varias 
tecnicas relacionadas que se basan en la observation de que dos 
moleculas de acido nucleico de cadena sencilla con secuencia de 
bases complementaria pueden formar un hibrido de doble cade¬ 
na. Considerese una situation en la que se tiene una mezcla de 
cientos de fragmentos de DNA de longitud y composition 
general de bases identicas que solo difieren unos de los otros por 
su secuencia de bases. Por ejemplo, asumase que uno de los frag¬ 
mentos de DNA constituye una portion del gen para la globina 
beta y el resto contiene genes no relacionados. La unica manera 
de distinguir entre el fragmento que codifica el polipeptido 
globina beta y todos los demas es realizar un experimento de 
hibridacion molecular con moleculas complementarias como 
sondas. 

En el presente ejemplo la incubation de la mezcla de frag¬ 
mentos de DNA desnaturalizados con una cantidad excesiva de 
mRNA para globina beta llevaria a los fragmentos de globina a 
formar hibridos DNA-RNA de cadena doble, mientras los 
demas fragmentos de DNA quedan en cadenas sencillas. Los 
hibridos DNA-RNA podrian separarse de los fragmentos de 
cadenas sencillas en varias formas. Por ejemplo, la mezcla podria 
pasarse por una columna de hidroxiapatita bajo condiciones 
ionicas en las que los hibridos se unieran con las sales de fosfato 
de calcio de la columna, mientras que las moleculas de DNA sin 
hibridar pasarian sin unirse. Entonces los hibridos de la colum- 
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na podrian liberarse mediante el incremento en la concentration 
del amortiguador de lavado. 

Los experimentos que utilizan la hibridacion de acidos 
nucleicos requieren la incubation de dos poblaciones de aci- 
dos nucleicos complementarios de cadena sencilla en condicio- 
nes (fuerza ionica, temperatura, etc.) que promuevan la formation 
de moleculas de cadena doble. Segun el tipo de experimento 
realizado, las dos poblaciones de moleculas en reaction podrian 
estar presentes en solution, o una poblacion podria inmovilizar- 
se, por ejemplo, por la localization dentro de un cromosoma 
(como en la figura 10-19). 

En muchos casos una de las poblaciones de acidos nuclei¬ 
cos de cadena sencilla que se emplea en el experimento de hibri¬ 
dacion se encuentra dentro de un gel. Considerese una poblacion 
de fragmentos de DNA que se prepararon a partir de DNA 
genomico y se fraccionaron por electroforesis en gel (fig. 18-36). 
Para llevar a cabo la hibridacion, el gel se trata a fin de hacer al 
DNA monocatenario; este se transfiere entonces del gel a una 
membrana de nitrocelulosa y se fija en la membrana por calen- 
tamiento a 80°C en vacio. El procedimiento por el que se trans¬ 
fiere DNA a la membrana se denomina transferencia ( manchado). 
Una vez que el DNA se une, la membrana se incuba con una 
sonda de DNA (o RNA) de cadena sencilla y con marca radiac- 
tiva capaz de formar hibridos con un grupo complementario de 
fragmentos. Luego la radiactividad fibre se elimina y la localiza¬ 
tion de la sonda unida se determina por autorradiografia, como 
se muestra en la figura 18-36. El experimento recien descrito 


que se muestra en la figura 18-36 se conoce como metodo 
Southern (en honor de Edwin Southern, su creador). Con el 
metodo de transferencia de Southern pueden identificarse uno o 
unos cuantos fragmentos de restriction de DNA que contienen 
una secuencia particular de nucleotidos, aun si el gel contiene 
miles de fragmentos no relacionados. La figura 10-18 presenta 
un ejemplo de transferencia de Southern. Las moleculas de 
RNA tambien pueden separarse por electroforesis e identificar¬ 
se con una sonda marcada de DNA despues de transferirse a 
una membrana. La figura 11-36 ilustra un ejemplo de este pro¬ 
cedimiento, llamado metodo Northern. 

Las sondas de DNA pueden etiquetarse de varias maneras. 
Una sonda radiactiva incorpora un isotopo radiactivo (como 
32 P) en uno o mas sitios de la molecula. La presencia de la sonda 
se detecta por autorradiografia, como se muestra en la figura 
18-36. Las sondas tambien pueden etiquetarse con fluoroforos y 
detectarse por fluorescencia. Otra etiqueta de uso comun es la 
biotina, una molecula organica pequena que puede unirse de 
manera covalente al esqueleto de DNA. La biotina es detectada 
por la proteina avidina (o por estreptavidina), que se une a ella 
con fuerza. La avidina misma debe marcarse para la detection, 
por ejemplo con un fluoroforo como se muestra en las figuras 
10-19 y10-22. 

La hibridacion de acido nucleico tambien puede propor- 
cionar una medida de la similitud en la secuencia de nucleotidos 
entre dos muestras de DNA, como podria obtenerse de dos 
organismos distintos, por ejemplo. Entre mas distante sea la 
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FIGURA 18-36 Identificacion de la localizacion de fragmentos de DNA 
especificos en un gel por el metodo Southern. Como se describe en la 
figura, los fragmentos fraccionados de DNA se desnaturalizan y transfieren 
a una membrana de nitrocelulosa, que se incuba con sondas de DNA (o 
RNA) con marca radiactiva. La localizacion de los fragmentos hibridos se 


realiza mediante autorradiografia. Durante el procedimiento de manchado, 
la accion capilar atrae al amortiguador hacia arriba a las toallas de papel. 
Conforme el amortiguador se mueve por el gel electroforetico, disuelve los 
fragmentos de DNA y los transfiere a la superficie de la membrana adya- 
cente. 
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relation evolutiva entre las dos especies, mayor es la divergencia 
en sus secuencias de DNA. Si DNA purificados de las especies 
A y B se mezclan juntos, se desnaturalizan y se permite que 
formen helices de nuevo, un porcentaje de las cadenas dobles de 
DNA se forman con cadenas de DNA de las dos especies. Como 
contienen bases discrepantes, estas cadenas dobles son menos 
estables que las formadas con cadenas de DNA de la misma 
especie y la inestabilidad se refleja en la menor temperatura en la 
que se disuelven. Cuando se permite que DNA de distintas 
especies formen de nuevo helices dobles en diferentes combina- 
ciones, la temperatura de fusion (T m , pag. 402) de las cadenas 
dobles hibridas proporciona una medida de la distancia evoluti¬ 
va entre los organismos. Dos tipos importantes mas de protoco- 
los de hibridacion de acidos nucleicos se describen con detalle 
en el texto: la hibridacion in situ en la pagina 407 y la hibrida¬ 
cion en microseries de cDNA en la pagina 515. 

18.12 SfNTESIS QUIMICA DE DNA _ 

En el analisis de hibridacion se requiere el uso de mole- 
culas de acido nucleico monocatenarias como sondas. Otras tec- 
nicas fundamentales para la manipulation y el analisis de DNA 
en el laboratorio tambien requieren de moleculas de acido 
nucleico monocatenarias cortas, u oligonucleotidos. La sintesis 
quimica de DNA y RNA es por tanto una tecnologia de apoyo 
clave para muchos procedimientos. 

Las reacciones quimicas que unen nucleotidos se han auto- 
matizado, y en la actualidad la sintesis de oligonucleotidos se 
realiza mediante maquinas controladas por computadora conec- 
tadas a depositos de reactivos. El operario teclea en la compu¬ 
tadora la secuencia de nucleotidos deseada y mantiene una 
dotation de los materiales en el instrumento. El oligonucleotido 
se ensambla un nucleotido a la vez desde el extremo 3' al 5' de la 
molecula, hasta un total de alrededor de 100 nucleotidos. Es 
posible incorporar en las moleculas modificadores como biotina 
y fluoroforos. Si se requiere una molecula de doble cadena, se 
sintetiza como dos cadenas complementarias que pueden unirse 
entre si por hibridacion. Se forman moleculas sinteticas mas lar- 
gas ensamblando segmentos yuniendolos. 

El desarrollo de tecnicas quimicas para la sintesis de poli- 
nucleotidos con una secuencia de bases especifica fue iniciado 
por H. Gobind Khorana a principios del decenio de 1960 como 
parte de un intento de descifrar el codigo genetico. Khorana y 
sus colaboradores siguieron depurando sus tecnicas, y una deca- 
da despues de su trabajo initial con el codigo, tuvieron exito en 
sintetizar un gen de tRNA para tirosina bacteriana, incluida la 
region promotora no transcrita. El gen, que totalizaba 126 pares 
de bases, fue ensamblado a partir de mas de 20 segmentos, cada 
uno de los cuales se sintetizo individualmente y luego se unio 
por medios enzimaticos. Este gen artificial se introdujo luego en 
celulas bacterianas que portaban mutaciones para este tRNA, y 
el DNA sintetico fue capaz de restablecer la funcion hasta 
entonces deficiente. El primer gen sintetizado quimicamente 
que codificaba una proteina de tamano promedio, el interferon 
humano, se ensamblo en 1981, en un esfuerzo que requirio la 
sintesis y el ensamblaje de 67 fragmentos distintos para producir 
un solo duplex de 514 pares de bases el cual contenia senales de 
initio y termino reconocidas por la polimerasa de RNA bacte¬ 
riana. 


En 2002, Eckard Wimmer y colegas de la New York State 
University en Stony Brook sintetizaron de la nada un poliovirus 
infeccioso. Los investigadores obtuvieron la secuencia de 7 741 
nucleotidos del virus de RNA a partir de bases de datos publicas, 
ordenaron por correo una serie de oligonucleotidos y los ensam- 
blaron para generar una copia en DNA del genoma video. 
Introdujeron el DNA en extractos celulares, donde se transcri¬ 
be y tradujo. El RNA video y las proteinas se ensamblaron en 
particulas capaces de infectar y matar ratones. La noticia fue 
aclamada como un logro tecnoiogico y criticada como un posi¬ 
ble hito para terroristas dispuestos a crear armas biologicas. El 
debate resultante hizo que los editores de revistas cientificas 
concordaran en que era necesario considerar las implicaciones 
de seguridad de la investigation antes de hacerla publica. 

18.13 TECNOLOGIA DE DNA RECQMBINANTE 

En los ultimos 30 anos se realizaron grandes avances en 
el analisis de los genomas eucariotas. Este progreso comenzo 
cuando los biologos moleculares aprendieron a construir mole¬ 
culas de DNA recombinante, que son moleculas que contienen 
secuencias de DNA derivadas de mas de una fuente. El DNA 
recombinante puede usarse en multitud de formas. Para empe- 
zar se considerara una de las aplicaciones mas importantes: el 
aislamiento del genoma de un segmento particular de DNA que 
codifica un polipeptido determinado. No obstante, resulta nece¬ 
sario considerar primero una clase de enzimas cuyo descubri- 
miento y uso han hecho posible la formation de moleculas de 
DNA recombinante. 

Endonucleasas de restriccion 

Durante el decenio de 1970 se encontro que las bacterias conte- 
nian nucleasas que reconocian secuencias cortas de nucleotidos 
dentro de un DNA doble y dividian la columna central del 
DNA en sitios especificos en ambas cadenas de la helice doble. 
Estas enzimas se conocen como endonucleasas de restriccion o 
solo enzimas de restriccion. Reciben este nombre porque en las 
bacterias funcionan para destruir el DNA video que pudiera 
entrar a la celula, lo que restringe el crecimiento de los virus. La 
bacteria protege su propio DNA del ataque nucleolitico median¬ 
te la mediation de las bases en los sitios susceptibles, una modi¬ 
fication quimica que bloquea la action de la enzima. 

Se aislan enzimas de varios cientos de organismos proca- 
riotas distintos que, en conjunto, reconocen mas de 100 secuen- 
cias de nucleotidos diferentes. Las secuencias que la mayoria de 
las enzimas reconocen miden cuatro a seis nucleotidos de largo 
y se caracterizan por un tipo particular de simetria interna. 
Considerese la secuencia particular reconocida por la enzima 
£coRl: 

. I 

3'—CTTAAG— 5' 

5'—GAATTC—3' 

T ' 

Se dice que este segmento de DNA tiene simetria rotatoria doble 
porque puede girarse 180° sin que la secuencia de bases cambie. 
Por tanto, si la secuencia se lee en la misma direction (3' a 5' o 




18.13 TECNOLOGiA DE DNA RECOMBINANTE 759 


5' a 3') en cualquiera de las cadenas se encuentra el mismo orden 
de bases. Una secuencia con este tipo de simetria se llama palin- 
dromo. Cuando la enzima £coRl ataca este palmdromo, rompe 
cada cadena en el mismo sitio de la secuencia , indicado con 
las flechas entre los residuos A y G. Los puntos rojos senalan las 
bases metiladas de esta secuencia que protegen el DNA del hos- 
pedador contra el ataque enzimatico. Algunas enzimas de res¬ 
triction tienen enlaces opuestos entre si en ambas cadenas, lo 
que produce extremos romos, mientras que otras, como EcoK\, 
hacen cortes escalonados. 


El descubrimiento y la purification de las enzimas de res¬ 
triction son invaluables en los avances logrados por los biologos 
moleculares durante los ultimos anos. Puesto que es muy fre- 
cuente que una secuencia particular de cuatro a seis nucleotidos 
se produzca por casualidad, cualquier tipo de DNA es suscepti¬ 
ble a la fragmentation por estas enzimas. El uso de las enzimas 
de restriction permite disecar el DNA del genoma humano, 
o de cualquier otro organismo, en un conjunto bien definido de 
fragmentos especificos. Una vez que el DNA de un individuo 
particular se digiere con una de estas enzimas, los fragmentos 
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FIGURA 18-37 Construccion de un mapa 
de restriction del pequeno genoma cir¬ 
cular del virus tumoral de DNA del 
polioma. a) Autorradiograffas de frag¬ 
mentos de DNA marcados con 32 P que se 
sometieron a electroforesis en gel. El gel 
del lado izquierdo muestra el patron de los 
fragmentos de DNA obtenidos despues 
de la digestion completa del genoma de 
polioma con la enzima Hpall. Para deter- 
minar como se reunen estos ocho frag¬ 
mentos para conformar el genoma intacto 
es necesario tratar el DNA de tal manera 
que se generen fragmentos superpuestos. 
La superposition de fragmentos puede 
producirse mediante el tratamiento del 
genoma intacto con una segunda enzima 
que divide la molecula en sitios diferentes 
o por el tratamiento del genoma con la 
misma enzima en condiciones distintas en 
las que el DNA no se digiera por completo 
como sucedio en el gel de la izquierda. Las 
dos muestras de la derecha representan 
ejemplos de digestiones parciales del geno¬ 
ma del polioma con Hpall. El gel central 
muestra los fragmentos generados por la 
digestion parcial del DNA circular super- 
helicoidal y el gel de la derecha muestra 
los fragmentos Hpall formados despues 
que el genoma circular se convierte en una 
molecula lineal por action de EroRl (una 
enzima que solo hace un corte en el circu- 
lo). b ) Mapa de restriccion del genoma de 
polioma alineado con base en la division 
hecha con Hpall. Se ilustran los ocho frag¬ 
mentos de la digestion completa junto con 
el DNA en la parte superior. Los fragmen¬ 
tos superpuestos de la digestion parcial se 
muestran en su disposition ordenada por 
debajo del mapa. (Los fragmentos L y M 
migran al fondo del gel en la parte a, lado 
derecho.) (Tomada de Beverly E. Grif¬ 
fin, Mike Fried y Allison Cowie, Proc 
Nat’l Acad Sci U.S.A. 71:2078,1974.) 
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obtenidos pueden seccionarse con base en la duration de la elec- 
troforesis en gel (como en la figura 18-37«). Las diferentes enzi- 
mas separan la misma preparation de DNA en conjuntos 
distintos de fragmentos y los sitios dentro del genoma que las 
diversas enzimas separan pueden identificarse y ordenarse en 
un mapa de restriction como el que se muestra en la figura 
18-376. 

Formation de DNA recombinante 

Los DNA recombinantes pueden formarse de varias maneras. 
En el metodo que se muestra en la figura 18-38 las moleculas de 
DNA de dos fuentes distintas se tratan con una enzima de res- 
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FIGURA 18-38 Formacion de una molecula de DNA recombinante. En este 
ejemplo una preparacion de plasmidos bacterianos se trata con una enzima 
de restriccion que hace un solo corte dentro de cada plasmido bacteriano. 
Esta misma enzima de restriccion se usa para fragmentar una preparacion 
de DNA genomico humano en pequenos fragmentos. Como se trataron 
con la misma enzima de restriccion, el DNA del plasmido dividido y los 
fragmentos de DNA humano tienen extremos pegajosos. Cuando estas dos 
poblaciones se incuban juntas, las dos moleculas de DNA se unen en forma 
covalente entre si y luego se sellan tambien en forma covalente con la ligasa 
de DNA, para formar una molecula de DNA recombinante. 


triccion que hace cortes escalonados en la cadena doble de DNA. 
Los cortes escalonados dejan colas cortas de una sola cadena que 
actuan como “extremos pegajosos” que pueden unirse con una 
cola complementaria de una cadena en otra molecula de DNA 
para restaurar una molecula de cadena doble. Los fragmentos 
que formaran la molecula recombinante son plasmidos bacteria¬ 
nos en el caso mostrado en la figura 18-38. Los plasmidos son 
pequenas moleculas circulares de DNA de cadena doble que se 
separan del cromosoma bacteriano principal. El otro fragmento 
de DNA de la figura 18-38 se obtiene de celulas humanas des¬ 
pues del tratamiento con la misma enzima de restriccion 
empleada para abrir el plasmido. Cuando los fragmentos de 
DNA y el plasmido se incuban juntos en presencia de una ligasa 
de DNA, los dos tipos de DNA se unen mediante enlaces de 
hidrogeno por sus extremos pegajosos para formar recombinan¬ 
tes de DNA circulares, como en la figura 18-38. Paul Berg, 
Herbert Boyer, Annie Chang y Stanley Cohen de la Stanford 
University y de la California University, en San Francisco, for- 
maron las primeras moleculas de DNA recombinante con este 
metodo basico en 1973, con lo que marcaron el nacimiento de la 
ingenieria genetica moderna. 

Con el procedimiento recien descrito se produce una gran 
cantidad de moleculas recombinantes distintas, cada una de las 
cuales contiene un plasmido bacteriano con un DNA humano 
incorporado en su estructura circular (vease fig. 18-39). 
Supongase que se tiene interes en aislar un solo gen del genoma 
humano, por ejemplo, el que codifica la insulina. Como el obje- 
tivo es obtener una preparacion purificada del tipo de DNA 
recombinante que contiene el fragmento que codifica la insuli¬ 
na, este fragmento debe separarse de todos los demas. Esto se 
hace mediante un proceso llamado donation de DNA. Se regre- 
sara a la investigation del gen de la insulina despues de describir 
la metodologia que permite la donation de DNA. 


donation de DNA 

La donation de DNA es una tecnica para producir grandes 
cantidades de un segmento de DNA especifico. El segmento de 
DNA que se clona se une primero con un DNA vector, que es un 
vehiculo para transportar el DNA extrano a una celula hospeda- 
dora adecuada, como la bacteria E. coli. El vector contiene 
secuencias que le permiten replicarse dentro de la cdula hospe- 
dadora. A menudo se utilizan dos tipos de vectores para clonar 
DNA dentro de hospedadores bacterianos. En una de las tecni- 
cas el segmento de DNA que va a clonarse se introduce en la 
celula bacteriana mediante la union de este con un plasmido, 
como se describio antes, para luego inducir a la celula bacteriana 
a captar el plasmido del medio. En una tecnica alternativa el 
segmento de DNA se une con una portion del genoma del virus 
bacteriano lambda (k), que luego se permite que infecte un cul- 
tivo de celulas bacterianas para producir gran cantidad de virus, 
cada uno de los cuales contiene el segmento ajeno de DNA. De 
cualquier manera, una vez que el segmento de DNA esta dentro 
de una bacteria, se replica junto con el DNA bacteriano (o vid¬ 
eo) y se reparte en las celulas hijas (o particulas viricas produci- 
das). Por tanto, el numero de moleculas de DNA recombinante 
aumenta en proportion con el numero de celulas bacterianas (o 
progenie virica) que se forman. De un solo plasmido recombi¬ 
nante o genoma video dentro de una sola celula bacteriana pue- 








18.13 TECNOLOGIA DE DNA RECOMBINANTEO 761 



Purificar 
DNA humano 



Purificar 
DNA plasmido 

qP 

°g> 


r 


s 




<; (- 


rJ 


IV 


Tratar con EcoRl para 
dividir los DNA humano y 
el bacteriano en 
fragmentos 


r-’ V, 

Unir fragmentos 
en DNA 
recombinantes 
con ligasa 
de DNA 

°°°o 

Incubar celulas de v_y 

E. coli bajo condiciones 
en las que capten 
los plasmidos del medio. 

Cultivar celulas en un 
medio que seleccione las 
que contienen un 
plasmido recombinante 


Poblacion de plasmidos 
que contienen segmentos 
diferentes de DNA humano 



E. coli sin plasmido 




Gen de 
insulina 





Gen de RNA ? 
ribosomico 


FIGURA 18-39 Un ejemplo de clonacion de DNA con plasmidos bacte¬ 
rianos. El DNA se extrae de celulas hum an as, se fragmenta con EcoTi 1 y 
los fragmentos se insertan en una poblacion de plasmidos bacterianos. Se 
cuenta con tecnicas para prevenir la formacion de plasmidos que carecen del 
inserto de DNA ajeno. Una vez que la celula bacteriana capto un plasmido 
recombinante del medio, la celula da origen a una colonia de celulas que 
contienen la molecula de DNA recombinante. En este ejemplo la mayoria 
de las bacterias contienen DNA eucariotas con funcion desconocida (mar- 
cados como ?), mientras que uno contiene una porcion del DNA que codi- 
fica RNA ribosomico y otro contiene DNA que codifica insulina. 


den formarse millones de copias del DNA en un periodo corto. 
Una vez que la cantidad de DNA se amplified lo suficiente, el 
DNA recombinante puede purificarse y usarse en otros procedi- 
mientos. Ademas de proporcionar un medio para amplificar la 
cantidad de una secuencia de DNA particular, la clonacion tam- 
bien puede emplearse para aislar una forma pura de cualquier 
segmento de DNA en una poblacion grande y heterogenea de 
moleculas de DNA. Se comenzara con la description de la do¬ 
nation de DNA con plasmidos bacterianos. 

Clonacion de DNA eucariota en plasmidos bacterianos 
El DNA ajeno que va a clonarse se inserta primero en el plas¬ 
mido para formar una molecula de DNA recombinante. Los 
plasmidos que se utilizan para la donation de DNA son versio- 
nes modificadas de los que se encuentran en las celulas bacte- 
rianas. Como sus contrapartes naturales de las que provienen, 
estos plasmidos contienen un origen de replication y uno o mas 
genes que constituyen la cdula receptora resistente a uno o 
mas antibioticos. La resistencia a los antibioticos permite a los 
investigadores seleccionar las celulas que contienen el plasmido 
recombinante. 

Como demostraron Avery, Macleod y McCarty (pag. 423) 
por primera vez, las celulas bacterianas pueden captar DNA de 
su medio. Este fenomeno establece la base para la clonacion 
de plasmidos en las celulas bacterianas (fig. 18-39). En la tecnica 
mas usual los plasmidos recombinantes se agregan a un cultivo 
bacteriano que se trato antes con iones de calcio. Cuando se 
someten a un breve golpe de calor, tales bacterias se estimulan 
para que capten DNA del medio. Por lo general solo un peque- 
no porcentaje de cdulas son competentes para captar y retener 
una de las moleculas de plasmido recombinantes. Una vez que se 
capta, el plasmido se replica en forma autonoma en la celula 
receptora y se pasa a la progenie durante la division celular. Las 
bacterias que contienen un plasmido recombinante pueden 
seleccionarse de entre otras mediante el crecimiento de las celu¬ 
las en presencia del antibiotico para el que confiere resistencia el 
gen en el plasmido. 

Esta description se comenzo con el objetivo de aislar un 
pequeno fragmento de DNA que contiene la secuencia para el 
gen de la insulina. Hasta este punto se ha formado una pobla¬ 
cion de bacterias que contienen muchos plasmidos recombinan¬ 
tes distintos, muy pocos de los cuales albergan el gen que se 
busca (como en la figura 18-39). Uno de los mayores beneficios 
de la clonacion del DNA consiste en que, ademas de producir 
grandes cantidades de moleculas particulares de DNA, permite 
separar los diferentes DNA de una mezcla. Antes se menciono 
que las bacterias que contienen plasmidos pueden seleccionarse 
entre aquellas sin plasmidos mediante el tratamiento con anti¬ 
bioticos. Una vez que esto se realiza, las celulas que tienen el 
plasmido pueden crecer a bajas densidades en cajas de Petri de 
manera que la progenie de cada celula (un cion de celulas) per- 
manece separada de la progenie de otras celulas. Como una gran 
cantidad de plasmidos recombinantes diferentes estaban al prin- 
cipio en el medio, las distintas celulas situadas en la caja contie¬ 
nen diferentes fragmentos de DNA ajenos. Una vez que las 
celulas que contienen varios plasmidos crecen en colonias sepa- 
radas, el investigador puede buscar entre las colonias las pocas 
que contienen el gen que busca, en este caso el gen de insulina. 

Las cajas de cultivo que contienen colonias bacterianas (o 
placas de fagos) se revisan para detectar la presencia de una 
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secuencia de DNA particular con tecnicas combinadas de cha¬ 
pado de replica e hibridacion in situ. Como se ilustra en la figura 
18-40fl, el chapado de la replica permite preparar muchas cajas 
con representantes de las mismas colonias bacterianas en el mis- 



mo sitio preciso de cada caja. Una de las placas replica se usa 
luego para localizar la secuencia de DNA que se busca (fig. 
18-40$), un procedimiento que requiere que las celulas se des- 
truyan y el DNA se fije en la superficie de una membrana de 
nailon o nitrocelulosa. Una vez que el DNA se fija, se desnatu- 
raliza como preparation para la hibridacion in situ, durante 
la cual la membrana se incuba con una sonda de DNA de cade- 
na sencilla marcada que contiene la secuencia complementaria 
que se busca. Despues de la incubation, la sonda que no formo 
hibridos se lava de la membrana y la localization de los hibridos 
marcados se identifica mediante autorradiografia. Los represen¬ 
tantes vivos de los clones identificados pueden encontrarse en 
sitios correspondientes en las placas originales y es posible culti- 
var estas celulas para obtener colonias mas grandes, lo que sirve 
para amplificar el plasmido de DNA recombinante. 

Tras alcanzar la amplification deseada, se cosechan las 
celulas, se extrae el DNA y el DNA de plasmido recombinante 
se separa con facilidad del cromosoma mucho mas grande por 
medio de varias tecnicas, entre ellas la centrifugation de equili- 
brio (fig. 18-41). Los plasmidos recombinantes aislados pueden 
tratarse luego con la misma enzima de restriction que se empleo 
en su formation, lo que libera los segmentos clonados de DNA 
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FIGURA 18-40 Localization de una colonia bacteriana que contiene una 
secuencia deseada de DNA por chapado de replica e hibridacion in situ. 

a) Una vez que las celulas bacterianas que se chaparon en la caja de cultivo 
se convirtieron en colonias, la caja se invierte sobre un trozo de papel filtro 
y se permite que el papel absorba algunas de las celulas de cada colonia. 
Cajas vacfas se inoculan luego al presionar contra ellos el papel filtro a fin 
de reproducir placas replica, b ) Procedimiento para revisar las celulas de 
una caja de cultivo en busca de las colonias que contengan el DNA recom¬ 
binante de interes. Una vez que las colonias relevantes se identifican, las 
celulas pueden retirarse de la caja original y cultivarse por separado para 
producir grandes cantidades de los fragmentos del DNA que se busca. 



FIGURA 18-41 Separation del DNA del plasmido del DNA del cromosoma 
bacteriano principal mediante centrifugation de equilibrio con CsCl. 

Puede verse que este tubo de centrifugation contiene dos bandas, una de 
DNA del plasmido que tiene un segmento de DNA ajeno que se clono 
dentro de las bacterias y la otra contiene DNA cromosomico de estas mis¬ 
mas bacterias. Los dos tipos de DNA se separaron durante la centrifugation 
(fig. 18-35£). El investigador retira el DNA del tubo con aguja y jeringa. 
El DNA del tubo se hace visible con el compuesto de union con DNA 
bromuro de etidio, que produce fluorescencia bajo luz ultravioleta. (Foto- 
grafi'a de Ted Speigel/Corbis Images.) 
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del resto del DNA que sirvio como vector. Entonces el DNA 
clonado puede separarse del plasmido por centrifugation. 

donation de DNA eucariota en genomas de fagos Otro 
vector de donation importante es el bacteriofago lambda, que se 
muestra en la figura 18-42. El genoma lambda es una molecula 
lineal de DNA de cadena doble de unas 50 kb de largo. La cepa 
modificada que se utiliza en la mayoria de los experimentos de 
donation contiene dos sitios de division para la enzima £«R1, 
la cual fragmenta el genoma en tres segmentos grandes. De 
manera conveniente toda la information esencial para la infec- 
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FIGURA 18-42 Protocolo para la donation de fragmentos de DNA euca¬ 
riota en un fago lambda. Los pasos se describen en el texto. 


cion y la lisis celular esta contenida en los dos segmentos exte- 
riores, por lo que el fragmento dispensable del centra puede 
reponerse con un fragmento de DNA de hasta unas 25 kb. Las 
moleculas de DNA recombinante pueden empacarse en cabezas 
de fagos in vitro y estas particulas de fago creadas por ingenieria 
genetica pueden usarse para infectar bacterias hospedadoras. 
(Las moleculas de DNA de fago que carecen del inserto son 
demasiado cortas para empacarse.) Una vez en la bacteria, 
el DNA eucariota se amplifica junto con el DNA video y luego 
se empaca en una nueva generation de particulas viricas que se 
liberan cuando la celula se destruye. Las particulas liberadas 
infectan nuevas celulas y pronto se ve una mancha clara ( oplaca) 
en el “prado” bacteriano en el sitio de infection. Cada placa con¬ 
tiene millones de particulas de fago, cada una con una sola copia 
del mismo fragmento de DNA eucariota. 

El fragmento lambda es atractivo como vector de donation 
por muchas razones: 1) el DNA se empaca bien en una forma en 
la que es facil de almacenar y extraer; 2) todo paquete que con- 
tenga un DNA recombinante es capaz de infectar una celula 
bacteriana, y 3) una sola caja de Petri puede contener mas de 
100 000 placas diferentes. Luego que las placas de fagos se for- 
man, el fragmento particular de DNA que se busca se identifica 
mediante un proceso similar de chapado de replica e hibridacion 
in situ descrito en la figura 18-40 para la donation de los plas- 
midos recombinantes. 


18.14 AMPLIFICACION ENZIMATICA DE DNA _ 

POR REACCION EN CADENA 

DE LA POLIMERASA 

En 1983, Kary Mullis de Cetus Corporation concibio 
una nueva tecnica que ahora se emplea mucho para amplificar 
fragmentos especificos de DNA sin la necesidad de celulas bac- 
terianas. Esta reaction se conoce como reaction en cadena de la 
polimerasa (PCR). Muchos protocolos diferentes de PCR se 
usan para una multitud de aplicaciones en las que es posible 
amplificar desde uno hasta una gran poblacion de DNA relacio- 
nados. La amplification por PCR es facil de adaptar a los 
moldes de RNA si primero se les convierte en DNA comple- 
mentarios, con transcriptasa inversa. 

La figura 18-43 muestra el procedimiento basico que se 
utiliza en la PCR. La tecnica emplea una polimerasa de DNA 
termoestable llamada polimerasa Tag, que al principio se aislo de 
Thermus aquaticus, una bacteria que vive en manantiales calientes 
a temperaturas mayores de 90°C. En el protocolo mas sencillo, 
una muestra de DNA se mezcla con una alicuota de polimerasa 
Taqy los cuatro desoxirribonucleotidos,junto con un gran exce- 
so de dos fragmentos sinteticos cortos de DNA (oligonucleoti- 
dos) que son complementarios de las secuencias de DNA en los 
extremos 3' de la region del DNA que va a amplificarse. Los 
oligonucleotidos sirven como cebadores (pag. 548) a los que se 
agregan los nucleotidos durante los pasos siguientes de replica¬ 
tion. Luego la mezcla se calienta a unos 95°C, que es lo bastan- 
te caliente para hacer que las moleculas de DNA de la muestra 
se separen en sus dos cadenas componentes. A continuation la 
mezcla se enfria a unos 60°C para permitir que los cebadores se 
unan con las cadenas del DNA bianco y la temperatura se eleva 
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FIGURA 18-43 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). Como se explica en el texto, el procedimiento emplea la polimerasa de 
DNA resistente al calor, cuya actividad no se elimina cuando la temperatura se eleva para separar dos cadenas de la doble helice. 
Con cada ciclo de duplication, las cadenas se separan, los segmentos de flanqueo (cebadores) se unen con los extremos de la region 
seleccionada y la polimerasa copia el segmento intermedio. 
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de nuevo a 72°C para que la polimerasa termofilica agregue 
nucleotidos al extremo 3' de los iniciadores. Conforme la poli¬ 
merasa extiende el cebador, copia de manera selectiva el DNA 
bianco y forma nuevas cadenas de DNA complementario. La 


temperatura se eleva de nuevo, lo que hace que las cadenas de 
DNA recien formadas y las originales se separen. Enseguida se 
enfria la muestra para permitir que los cebadores sinteticos de la 
muestra se unan de nuevo con el DNA bianco, que ahora esta 
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presente en una cantidad dos veces mayor que la original. Este 
ciclo se repite una y otra vez, y en cada ronda se duplica la can¬ 
tidad de la region especifica del DNA que esta flanqueado por 
los cebadores unidos. Pueden generarse miles de millones de 
copias de esta region especifica en unas cuantas horas con un 
generador de cic/os termicos que cambia la temperatura de la mez- 
cla de reaccion en forma automatica para permitir que cada paso 
del ciclo ocurra. 


Aplicaciones de la PCR 

Amplification de DNA para donation o analisis Desde su inven¬ 
tion,la PCRha encontrado muchos usos. Puede generar muchas 
copias de un fragmento de DNA especifico antes de clonarlo, lo 
que constituye un metodo eficiente si la secuencia objetivo se 
conoce con suficiente detalle para que sea posible especificar la 
secuencia de nucleotidos de dos iniciadores complementarios. 
Esto reviste especial utilidad en casos en que el DNA original es 
muy escaso, dado que la PCR puede generar grandes cantidades 
de DNA a partir de muestras diminutas, como la que hay en una 
sola celula. La PCR se ha usado en investigaciones criminales 
para generar cantidades de DNA a partir de una mancha de 
sangre seca en la ropa de un sospechoso o aun del DNA presen¬ 
te en parte de un solo foliculo piloso dejado en la escena de un 
crimen. Con este fin se seleccionan regiones del genoma para 
amplificar que sean muy polimorficas (esto es, que varien con 
gran frecuencia en la poblacion), de modo que no haya dos indi- 
viduos que tengan los mismos fragmentos de DNA valorados 
(como en la figura 10-18). Este mismo procedimiento puede 
usarse para estudiar fragmentos de DNA de fosiles bien conser- 
vados que pueden tener millones de anos de antigiiedad. La 
actividad de la polimerasa de DNA en la PCR tambien se 
emplea en la secuenciacion de DNA (vease section 18.15). 

Investigation de la presencia de secuencias de DNA espetificas 
Supongase que se desea determinar si una muestra de tejido con- 
tiene o no un virus dado. Podria responderse a esto mediante 
una hibridacion de fragmentos de DNA (hibridacion Southern) 
(pag. 757) o mediante la PCR. En este ultimo caso, se aisla acido 
nucleico de la muestra y se anaden iniciadores de PCR comple¬ 
mentarios al DNA virico, junto con los otros reactivos de la 
PCR. Entonces se permite que proceda la reaccion. Si el geno¬ 
ma virico esta presente en la muestra, los iniciadores de PCR se 
hibridaran con el y la PCR generara un producto. Si el virus no 
esta presente, los iniciadores de PCR no se hibridaran y no se 
generara producto. Asi, en esta aplicacion, la PCR misma sirve 
como el sistema de detection. 

Comparacion de moleculas de DNA Si dos moleculas de DNA 
tienen la misma secuencia de bases, generaran los mismos pro- 
ductos de la PCR en reacciones con iniciadores identicos. Esta 
es la premisa para ensayos rapidos en que se compara la simili- 
tud de dos muestras de DNA, por ejemplo, DNA genomico de 
aislados bacterianos. La PCR se realiza en las muestras usando 
varios iniciadores, que pueden estar disenados especificamente o 
generarse al azar. Los productos se separan por electroforesis en 
gel y se comparan. Cuanto mas similares las secuencias de 
los genomas bacterianos, tanto mas identicos seran sus produc¬ 
tos de PCR. 


Cuantificacion de plantillas de DNA o RNA La PCR tambien 
puede usarse para determinar cuanto de una secuencia especifica 
de nucleotidos (DNA o RNA) esta presente en una muestra 
mixta. En un metodo para esta PCR cuantitativa se usa la union 
de un colorante especifico para DNA bicatenario a fin de cuan- 
tificar la cantidad de producto bicatenario que se genera. La 
rapidez de acumulacion de producto es proportional a la canti¬ 
dad de plantilla presente en la muestra. 

En otro metodo se usa lo que ha dado en llamarse “faros 
moleculares”. Se trata de oligonucleotidos indicadores cortos 
con un fluorocromo unido a un extremo y una molecula supre- 
sora al otro y que se hibridan a la mitad de la secuencia bianco 
por amplificar. Mientras el oligonucleotido corto esta intacto, el 
fluorocromo y el supresor estan lo suficientemente cerca para 
que la fluorescencia se suprima. Cuando la polimerasa de DNA 
sintetiza una nueva cadena de DNA complementaria a la plan¬ 
tilla, su actividad de exonucleasa (pag. 554) degrada el oligonu¬ 
cleotido indicador. Por tanto, el fluorocromo se separa del supresor 
y emite fluorescencia. La cantidad de fluorocromo que se libera 
en un ciclo de PCR dado es directamente proportional al nume- 
ro de moleculas de plantilla que la polimerasa copia. 


18.15 SECUENCIACION DE DNA _ 

Para 1970 ya estaba identificada la secuencia de una lar- 
ga lista de proteinas, aunque aun no se lograba progreso alguno 
en la identification de la secuencia de nucleotidos en el DNA. 
Varias razones explicaban este estado de las cosas. A diferencia 
de las moleculas de DNA, los polipeptidos tienen longitudes 
definidas y manejables; una especie determinada de polipeptido 
podia purificarse con facilidad; se disponia de varias tecnicas 
para dividir el polipeptido en varios sitios a fin de producir frag¬ 
mentos superpuestos, y la presencia de 20 aminoacidos diferen- 
tes con propiedades muy diversas hacia que la separation y la 
identification de la secuencia de los peptidos pequenos fue- 
ra una tarea simple. A mediados del decenio de 1970 se produjo 
una revolution en la tecnologia para identification de secuencia 
del DNA. Para 1977 se publico la secuencia completa de nucleo¬ 
tidos de un genoma virico completo, el de 4>X174, de unos 5 375 
nucleotidos de largo. Este hito en la biologia molecular se pro¬ 
dujo en el laboratorio de Frederick Sanger, quien identified la 
primera secuencia de aminoacidos de un polipeptido (insulina) 
unos 25 anos antes. 

En 1970 se hubiera necesitado mas de un ano para identi- 
ficar la secuencia de un fragmento de DNA de unas cuantas 
docenas de nucleotidos de largo; 15 anos mas tarde, la misma 
tarea podia hacerse en un solo dia. En los primeros dias, la 
secuenciacion solia realizarla manualmente una persona que tra- 
bajaba en una mesa del laboratorio y que tambien leia e inter- 
pretaba los resultados de las reacciones. En la actualidad, ese 
proceso suele efectuarse en una serie de procedimientos auto- 
matizados en instalaciones centralizadas que secuencian cientos 
de muestras al dia. Los resultados se interpretan por compu- 
tadora y se almacenan en bases de datos faciles de analizar con 
software ampliamente disponible. No es sorprendente que 
con estos avances tecnologicos haya llegado una avalancha de 
datos de secuencias, incluidas secuencias genomicas completas 
de ser humano, perro (una boxer hembra), gato domestico, polio, 
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raton, rata, varios insectos, hongos y muchas bacterias. El nume- 
ro y la lista crecen continuamente. 

Estos avances en la secuenciacion de DNA fueron posibles 
gracias a desarrollos en varias areas: metodos moleculares para la 
secuenciacion de DNA, instrumentation susceptible de auto- 
matizarse, computadoras mas potentes y faciles de adquirir, y 
software para analisis de datos. La clave initial fiie el desarrollo 
de metodos para determinar la secuencia de fragmentos de 
DNA. Este avance en si fue posible por el descubrimiento 
de enzimas de restriction y el desarrollo de tecnologias de do¬ 
nation, que aportaron los medios necesarios para crear un frag- 
mento de DNA definido en cantidades suficientes para ejecutar 
los procedimientos bioquimicos necesarios. 

A mediados del decenio de 1970 se desarrollaron casi 
simultaneamente dos metodologias de secuenciacion de DNA: 
un metodo quimico adoptado por Alan Maxam y Walter Gilbert 
de la Harvard University, y una estrategia enzimatica creada por 
Sangery A. R. CovlsondelMedical Research Council en Cambridge, 
Inglaterra. El metodo de Sanger-Coulson se convirtio en el mas 
usado. Despues del desarrollo de la PCR, el procedimiento de 
secuenciacion de Sanger-Coulson y la PCR se fiisionaron 
en una tecnica de secuenciacion que combina la bioquimica de 
Sanger-Coulson con los ciclos repetitivos y la automatization 
de la PCR. Esta llamada secuenciacion de ciclo es ahora el 


metodo mas empleado, y se le describe brevemente. La figura 
18-44 muestra los pasos basicos. 

Este procedimiento inicia con una poblacion de moleculas 
plantilla identicas, ya sea un producto de PCR o un fragmento 
de DNA clonado. El DNA plantilla se mezcla con un iniciador 
que es complementario al extremo 3' de una cadena de la region 
por secuenciar. Si la plantilla es un producto de PCR, el inicia- 
dor de secuenciacion puede ser uno (pero solo uno) de los ini- 
ciadores de la PCR. La mezcla de reaction tambien contiene la 
polimerasa de DNA termoestable Taq, los cuatro precursores 
trifosfato de desoxirribonucleosido (dNTP) y una baja concen¬ 
tration de precursores modificados llamados trifosfatos de dides- 
oxirribonucleosido (ddNTP). Cada ddNTP (ddATP, ddGTP, 
ddCTP y ddTTP) se ha modificado por la adicion de un colo- 
rante fluorescente de distinto color a su extremo 3'. 

La reaction de secuenciacion da comienzo, como la PCR, 
cuando la mezcla se calienta a una temperatura que hace que las 
dos cadenas plantilla se desnaturalicen (fig. 18-44«, paso 1). 
Despues, la reaction se enfria de modo que el iniciador pueda 
hibridarse con el DNA plantilla (paso 2). Debe hacerse notar 
que, en comparacion con lo que ocurre en la PCR, solo esta 
presente un iniciador, de modo que solo una de las dos cadenas 
de DNA plantilla puede hibridarse con un iniciador. En el paso 
3, la polimerasa Taq se agrega al extremo del iniciador dNTP 
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FIGURA 18-44 Secuenciacion de DNA. a ) Pasos 
basicos en la identificacion de la secuencia de un 
pequeno fragmento hipotetico mediante la tecnica 
de Sanger-Coulson (didesoxi), como se describen 
en el texto. b ) Carriles de gel en que las moleculas 
hijas con marca fluorescente se separaron. El color 
de la banda es determinado por la identidad del 
didesoxinucleotido en el extremo 3' de la cadena 
de DNA. c ) La secuencia de nucleotidos en la 
cadena plantilla se interpreta en una computadora 
que “lee” de abajo hacia arriba en el gel, usando 
como entrada la intensidad y la longitud de onda 
de la luz fluorescente. La computadora genera un 
“electroferograma” que muestra la intensidad y 
el color de la fluorescencia detectada, junto con 
la interpretation de la secuencia de DNA. ( B y 
C, REIMPRESAS CON AUTORIZACION DE LEROY 

Hood y David Galas, Nature 421:445, 2003; 
© 2003, Macmillan Magazines Ltd.). 
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complementarios a la molecula plantilla, de modo que se sinte- 
tiza una nueva cadena de DNA complementaria. De cuando en 
cuando, la polimerasa inserta un ddNTP en vez de un dNTP. 
Los didesoxirribonucleotidos carecen del grupo hidroxilo en sus 
posiciones 2' y 3'. Una vez que estos nucleotidos se han incorpo- 
rado al extremo de una cadena creciente, la falta de OH 3' 
imposibilita a la polimerasa para que agregue otro nucleotido, lo 
que causa la termination de la cadena (fig. 18-44, paso 4). Como 
el ddNTP esta presente en mucha menor concentration en la 
mezcla de reaction que el dNTP correspondiente, la incorpora¬ 
tion del ddNTP es infrecuente y aleatoria; puede incorporarse 
cerca del principio de una cadena, proximo a la parte intermedia 
de otra o hasta el final de la tercera cadena. En cualquier caso, 
cuando el ddNTP se incorpora, el crecimiento de la cadena cesa 
en ese punto. 

Una vez que la fase de extension de la cadena se ha comple- 
tado, la temperatura vuelve a elevarse para desnaturalizar las 
nuevas moleculas de DNA bicatenarias. El ciclo de hibridacion, 
sintesis y desnaturalizacion se repite muchas veces, generando 
una gran poblacion de cadenas de DNA hijas que hasta ahora 
incluye moleculas en las cuales se ha incorporado un ddNTP en 
cada position. Por ejemplo, por cada A en la cadena plantilla 
habra una cadena hija que termine en un ddTTP en esa posi¬ 
tion. Cuando todos los ciclos se completan, los productos de 
reaction se separan por electroforesis en gel en capilares muy 
finos (fig. 18-44, paso 5). 

La electroforesis en gel de alta resolution puede separar 
fragmentos que difieren en solo un nucleotido de largo. Por 
ejemplo, si el fragmento initial contenia 100 nucleotidos, enton- 
ces cada una de las 100 moleculas hijas marcadas emigrara a un 
punto diferente en el gel, donde la molecula mas corta migrara 
mas lejos. Cada banda sucesiva en el gel contendra moleculas 
hijas con un nucleotido mas que la predecesora. Dado que cada 
ddNTP se marco con un colorante fluorescente unico, el color 
de la banda (vista bajo radiation UV) revela la identidad del 
nucleotido terminal en cada molecula hija (fig. 18-44^). El 
orden de los colores en el gel corresponde por tanto a la secuen- 
cia de bases de la molecula plantilla. 

Las reacciones de Sanger-Coulson pueden realizarse sin la 
adaptation de la PCR, en cuyo caso solo se ejecuta una ronda de 
sintesis de DNA. En estas circunstancias es necesario usar mas 
DNA plantilla. Las reacciones tambien pueden efecUiarse con 
un iniciador marcado en lugar de ddNTP marcado. Este fue el 
metodo original usado por Sanger y Coulson,y los iniciadores se 
marcaron radiactivamente. En este caso, la secuenciacion debe 
programarse como cuatro reacciones independientes, en las cua¬ 
les solo uno de los cuatro ddNTP se anade a cada una. Los pro¬ 
ductos de las cuatro reacciones se corren lado a lado en carriles 
de gel adyacentes, y la secuencia plantilla se determina mirando 
los cuatro carriles para determinar cual de ellos (A, G, C o T) 
contiene la siguiente molecula hija. 

Una vez que se ha determinado la secuencia de nucleotidos 
de un segmento de DNA, es posible emplear diversas herra- 
mientas de software para analizarla. Por ejemplo, la secuencia de 
aminoacidos codificada por el DNA puede determinarse y com- 
pararse con otras secuencias de aminoacidos conocidas para 
obtener information acerca de la posible funcion del polipepti- 
do. La secuencia de aminoacidos tambien aporta indicios res- 
pecto a la estructura terciaria de la proteina, en particular las 
partes del polipeptido que podrian actuar como segmentos que 


cruzan la membrana de proteinas integrales de membrana. La 
secuencia de nucleotidos misma tambien puede compararse con 
otras conocidas. Tales comparaciones pueden usarse para evaluar 
la relation o historia evolutiva de las secuencias de DNA, para 
identificar el fragmento de DNA que acaba de secuenciarse, o 
para comparar las caracteristicas genomicas de diversos organis- 
mos o individuos. 


18.16 GENOTECAS DE DNA _ 

A menudo la donation de DNA se usa para producir 
genotecas de DNA, que son colecciones de fragmentos de 
DNA clonados. Pueden crearse dos tipos basicos de genotecas 
de DNA: genotecas genomicas y genotecas de cDNA. Las geno¬ 
tecas genomicas se producen de un DNA total extraido de nucleos 
y contienen todas las secuencias de DNA de la especie. Una vez 
que disponen de una genoteca genomica de una especie, los 
investigadores pueden utilizar esta coleccion para aislar secuen- 
cias especificas de DNA, como las que contienen el gen para la 
insulina humana. Por otro lado, las genotecas de cDNA provienen 
de copias de DNA de una poblacion de RNA. Por lo general las 
genotecas de cDNA se producen a partir de RNA mensajeros 
presentes en una celula particular, por lo que corresponden a los 
genes que estan activos en ese tipo de celula. 

Genotecas genomicas 

Primero se examinara la production de una biblioteca genomica 
(catalogo genomico o genoteca). En una tecnica, el DNA geno- 
mico se trata con una o dos enzimas de restriction que recono- 
cen secuencias de nucleotidos muy cortas en condiciones de baja 
concentration enzimatica, de manera que solo un pequeno por- 
centaje de los sitios susceptibles se divida. Dos enzimas usuales 
que reconocen secuencias de cuatro nucleotidos son Hae III 
(reconoce GGCC) y Sau3A (reconoce GATC). Se esperaria que 
hubiera un tetranucleotido determinado por casualidad con una 
frecuencia tan alta que cualquier segmento de DNA de tamano 
considerable sea sensible a la fragmentation. Una vez que el 
DNA se digiere en forma partial, el material digerido se fraccio- 
na por electroforesis en gel o centrifugation con gradiente de 
densidad y los fragmentos de tamano adecuado (p. ej., 20 kb 
de largo) se incorporan en las particulas de fago lambda. Estos 
fagos se emplean para generar el millon de placas necesarias 
para asegurar que cada segmento individual de un genoma de 
mamifero este representado. 

Como el DNA se trata con enzimas en condiciones en las 
que la mayoria de los sitios susceptibles no se dividen, para fines 
practicos el DNA se fragmenta al azar. Una vez que los recom- 
binantes de fagos se producen, pueden almacenarse para usarlos 
mas adelante y, como tal, constituyen una coleccion permanente 
de todas las secuencias de DNA presentes en el genoma de la 
especie. Siempre que un investigador desee aislar una secuencia 
particular de la genoteca, las particulas de fago pueden cultivarse 
en bacterias y las diversas placas (cada una originada por la 
infection de un solo fago recombinante) revisarse para detectar 
la secuencia mediante hibridacion in situ. 

El uso de DNA dividido al azar tiene una ventaja en la 
construction de una genoteca porque genera fragmentos super- 
puestos que pueden ser utiles en el analisis de regiones de una 
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secuencia particular, una tecnica conocida como marcha de cro- 
mosomas. Por ejemplo, si se aisla un fragmento que contiene la 
region codificadora de un gen para globina, ese fragmento par¬ 
ticular puede marcarse y usarse como sonda para buscar en la 
genoteca genomica fragmentos con los que se superponga. El 
proceso se repite luego con nuevos fragmentos como sondas 
marcadas en pasos de detection sucesivos, mientras se aisla en 
forma gradual una parte cada vez mas larga de la molecula de DNA 
original. Esta tecnica permite estudiar la organization de 
secuencias vinculadas en una region extensa de un cromosoma. 

donation de fragmentos mas grandes de DNA en vec- 
tores de donation especializados Ni los vectores plas- 
midos ni los fagos lambda son adecuados para la donation de 
DNA mayores de 20 a 25 kb de largo. Se han desarrollado varios 
vectores que permiten a los investigadores clonar segmentos 
mucho mas grandes de DNA. Uno de los mas importantes de 
estos vectores es el cromosoma artificial de levadura (YAC), 
que puede aceptar segmentos de DNA ajeno de hasta 1 000 kb 
(un millon de pares de bases). Como su nombre lo indica, los 
YAC son versiones artificiales de un cromosoma normal de leva¬ 
dura. Contienen todos los elementos de un cromosoma de 
levadura requeridos para replicar la estructura durante la fase S 
y separarla entre las celulas hijas durante la mitosis, inclusive 
uno o mas origenes de replication, telomeros en los extremos de 
los cromosomas y un centromero al que las fibras del huso pue- 
den unirse durante la separation del cromosoma. Ademas de 
estos elementos, los YAC se construyen para que contengan: 1) 
un gen cuyo producto codificado permita a las celulas que con¬ 
tienen el YAC seleccionarse entre las que carecen de tal elemen- 
to y 2) el fragmento de DNA a clonar. Como otras celulas, las 
levaduras pueden captar DNA de su medio, lo que proporciona 
el medio para introducir los YAC a las celulas. En los ultimos 
anos los laboratories participantes en la identification de la 
secuencia de los genomas dependen mucho de un vector alter¬ 
native de donation, el cromosoma artificial bacteriano (BAC), 
que tambien puede aceptar grandes fragmentos de DNA (de 
hasta 500 kb). Los BAC son plasmidos bacterianos especializa¬ 
dos (factores F) que contienen un origen bacteriano de replica¬ 
tion y los genes necesarios para regular su propia replication. 
Los BAC tienen ventaja sobre los YAC en proyectos para iden- 
tificar secuencias a alta velocidad porque pueden clonarse en E. 
coli, que capta con facilidad el DNA exogeno, tienen un tiempo 
de generation extremadamente corto, pueden cultivarse en 
grandes densidades en medios simples y no “corrompen’el DNA 
clonado por recombination. 

Los fragmentos de DNA clonados en YAC y BAC casi 
siempre son mayores de 100 kb de largo. Los fragmentos tan 
grandes suelen producirse mediante tratamiento de DNA con 
enzimas de restriction que reconocen secuencias de nucleotidos 
muy largos (siete a ocho nucleotidos) que contienen dinucleo- 
tidos CG. Como se senala en la pagina 529, los dinucleotidos 
CG tienen funciones especiales en el genoma de los mamiferos, 
y se supone que por eso no aparecen tan a menudo como se 
esperaria que sucediera por casualidad. Por ejemplo, la enzima 
de restriction Noll que reconoce la secuencia de ocho nucleo¬ 
tidos GCGGCCGC, por lo general divide el DNA de mami¬ 
feros en fragmentos con varios cientos de miles de pares de 
bases de largo. Los fragmentos de esta longitud pueden incor¬ 


porate en YAC o BAC y clonarse dentro de levaduras o bacte- 
rias hospedadoras. 

Genotecas de cDNA 

Hasta este punto la description se limito a la donation de frag¬ 
mentos de DNA aislados del DNA extraido, es decir, fragmen¬ 
tos genomicos. Cuando se trabaja con DNA genomico, por lo 
general se busca aislar un gen o una familia de genes particulares 
entre cientos de miles de secuencias no relacionadas. Ademas, 
el aislamiento de los fragmentos genomicos permite estudiar 
diversos temas, entre ellos: 1) secuencias reguladoras que flan- 
quean la portion codificadora del gen; 2) secuencias intermedias 
no codificadoras; 3) varios miembros de una familia de multiples 
genes que a menudo estan muy cercanos en el genoma; 4) la 
evolution de las secuencias de DNA, inclusive su duplication y 
recombination como se ve en comparaciones del DNA de dife- 
rentes especies, y 5) el intercalado de elementos geneticos trans- 
feribles. 

A diferencia del DNA genomico, la donation de cDNA 
tambien es importante en el analisis de la estructura genica y la 
expresion de los genes. Para producir genotecas de cDNA se 
aisla una poblacion de RNA mensajeros y se utiliza como un 
molde para que la transcriptasa inversa forme una poblacion de 
hibridos DNA-RNA, como se muestra en la figura 18-45a. 
Los hibridos DNA-RNA se convierten en una poblacion de 
cDNA de cadena doble mediante la formation de muescas en el 
RNA con la RNasa H y la sustitucion con DNA por efecto de 
la polimerasa I de DNA (pag. 554). El cDNA de cadena doble 
se combina despues con el vector deseado (en este caso un plas- 
mido) y se clona como se muestra en la figura 1%-ASb. Aunque 
las poblaciones de RNA mensajero suelen contener miles de 
mensajes diferentes, puede haber especies individuales en canti- 
dades (abundancia) muy distintas. Como resultado, una genote¬ 
ca de cDNA debe contener alrededor de un millon de clones 
diferentes de cDNA para asegurar que los mRNA raros se repre- 
sentan. Ademas, la transcriptasa inversa no es una enzima muy 
eficiente y tiende a caerse del mRNA modelo antes de terminar 
el copiado. En consecuencia, a veces resulta dificil obtener una 
poblacion de cDNA de longitud completa. Como sucede con los 
experimentos que emplean fragmentos de DNA genomico, 
los clones deben identificarse para aislar una secuencia particular 
de una poblacion heterogenea de moleculas recombinantes. 

El analisis de cDNA clonado tiene varias funciones. Por lo 
general es mas facil estudiar una poblacion diversa de cDNA 
que la poblacion correspondiente de mRNA, de manera que las 
moleculas de cDNA pueden usarse para aprender acerca de la 
diversidad y abundancia de mRNA presentes en la celula, el por- 
centaje de mRNA que dos tipos distintos de celulas comparten 
o la variedad de mRNA sujetos a empalme alterno generados a 
partir de una transcription primaria especifica. Una sola mole¬ 
cula de cDNA clonada y amplificada tambien es muy util. El 
cDNA contiene solo la information presente en el mRNA, por 
lo que las comparaciones entre cDNA y su locus genomico 
correspondiente pueden brindar information respecto a las 
localizaciones precisas de las secuencias intermedias no codifi¬ 
cadoras dentro del DNA. En tareas mas practicas es posible 
identificar la secuencia del cDNA con facilidad para tomar un 
atajo en la determination de la secuencia de aminoacidos de 
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FIGURA18-45 Sintesis de cDNA para clonacionenun plasmido. a ) En este 
metodo de formacion de cDNA, un cebador corto poli(dT) se une con el 
poli(A) de cada RNA mensajero y el mRNA se transcribe por accion de la 
transcriptasa inversa (que necesita el cebador para iniciar la sintesis de 
DNA). Una vez que el hibrido DNA-RNA se forma, se producen muescas 
en el RNA mediante RNasa H y se agrega una polimerasa de DNA para 
digerir el RNA y sustituir el DNA, justo como ocurre durante la replicacion 
de DNA en una celula bacteriana (pag. 554). b) Para preparar cDNA de 
extremos romos para la clonacion se agregan un pequeno fragmento 
de poli(G) a los extremos 3 ' del cDNA y un segmento complementario de 
poli(C) a los extremos 3' del DNA plasmido. Los dos DNA se mezclan y 
se permite que formen recombinantes, que se sellan y usan para transformar 
las celulas bacterianas en las que se clonan. 
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un polipeptido; los cDNA marcados se usan como sondas para 
detectar secuencias complementarias entre clones recombinan¬ 
tes, y como carecen de intrones, los cDNA tienen ventaja sobre 
los fragmentos genomicos cuando se pretende sintetizar protei- 
nas eucariotas en cultivos de celulas bacterianas. 


18.17 TRANSFERENCIA DE DNA A CELULAS 
EUCARIOTAS Y EMBRIONES DE MAMIFERO 

En las secciones previas se explico la manera en que los 
genes eucariotas pueden aislarse, modificarse y amplificarse. En 
esta section se consideran algunas de las forman en que los 
genes pueden introducirse a las celulas eucariotas, donde casi 
siempre se transcriben y traducen. Una de las estrategias mas 
usuales para alcanzar este objetivo es incorporar el DNA en el 
genoma de un virus que no esta en replication y permitir que 
el virus infecte una celula. La transferencia de genes mediada 
por virus se conoce como transduction. Segun el tipo de virus 
que se utilice, el gen de interes puede expresarse en forma tran- 
sitoria durante un lapso de horas a dias, o integrarse de modo 
estable en el genoma de la celula hospedadora. La integra¬ 
tion estable suele realizarse por medio de retrovirus modifica- 
dos, que contienen un genoma de RNA que se transcribe a la 
inversa en el DNA dentro de la celula. La copia del DNA se 
inserta despues en el DNA de los cromosomas del hospeda- 
dor. Los retrovirus se utilizan en muchos de los intentos recien- 
tes de terapeutica genica para transferir un gen a las celulas de 
un paciente que carece de ese gen. En general estas pruebas cli- 
nicas no tienen mucho exito a causa de la baja eficiencia de 
infection de los vectores videos actuales. 

Se cuenta con varios procedimientos para introducir DNA 
desnudo en celulas cultivadas, un proceso llamado transfection. 
Lo mas frecuente es que las celulas se traten con fosfato de cal- 
cio o DEAE-dextrano, ya que ambos forman un complejo con 
el DNA agregado que promueve su adherencia con la superficie 
celular. Se estima que solo una de cada 10 5 celulas capta el DNA 
y lo incorpora de manera estable en los cromosomas. Aunque no 
se sabe por que este pequeno porcentaje de celulas de la pobla- 
cion es competente para transfectarse, las que se transfectan casi 
siempre captan varios fragmentos. Una manera de seleccionar 
las celulas que captaron el DNA ajeno es incluir un gen que 
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permita a las celulas transfectadas crecer en un medio determi- 
nado en el que las celulas no transfectadas no sobrevivan. Como 
las celulas transfectadas suelen captar mas de un fragmento, es 
necesario que el gen que se emplea para la selection no se loca- 
lice en el mismo fragmento de DNA que el gen cuya funcion se 
investiga (denominado transgen). 

La electroporation y la lipofeccion son dos procedimientos 
mas para transfectar celulas. En la electroporation, las celulas se 
incuban con DNA en ampolletas especiales que contienen elec- 
trodos que aplican un pulso electrico breve. La aplicacion de 
corriente ocasiona que la membrana plasmatica se vuelva per¬ 
meable por cierto tiempo a las moleculas de DNA, algunas de 
las cuales llegan hasta el nucleo y se integran en los cromosomas. 
En la lipofeccion, las celulas se tratan con DNA que se une con 
lipidos de carga positiva (liposomas cationicos) capaces de fusio- 
narse con la bicapa lipidica de la membrana celular y llevar el 
DNA al citoplasma. 

Una de las formas mas directas de introducir genes ajenos a 
una celula es la microinyeccion directa de DNA en el nucleo 
celular. Los nucleos de los oocitos y huevos son muy adecuados 
para esta tecnica. Por ejemplo, los oocitos de Xenopus se usan 
desde hace mucho para estudiar la expresion de genes ajenos. El 
nucleo del oocito contiene toda la maquinaria necesaria para la 
sintesis de RNA; cuando se inyecta DNA ajeno en el nucleo, se 
transcribe con facilidad. Ademas, las moleculas de RNA sinteti- 
zadas a partir de los moldes inyectados se procesan en forma 
normal y se transportan al citoplasma, donde se traducen en 
proteinas que pueden detectarse por medios inmunologicos o 
en virtud de su actividad especifica. 

Otro bianco favorito para el DNA inyectado es el nucleo de 
un embrion de raton (fig. 18-46). El objetivo de estos experi- 
mentos es vigilar la expresion del gen en la celula inyectada, pero 
no que el DNA se integre en los cromosomas del huevo para 
pasar a todas las celulas del embrion y el adulto que se forme 
luego. Los animales que se modificaron mediante ingenieria 



FIGURA 18-46 Microinyeccion de DNA en el nucleo de un huevo de raton 
recien fertilizado. El huevo se mantiene en su sitio con una pipeta de suc- 
cion que se muestra a la derecha, mientras que la pipeta de inyeccion que 
penetra el huevo se muestra a la izquierda. (Tomada de Thomas E. Wag¬ 
ner, et al., Proc Nat’l Acad Sci U.S.A. 78:6377,1981.) 


genetica para que sus cromosomas contengan genes extranos se 
llaman animales transgenicos y son un medio para vigilar cuan¬ 
do y donde en el embrion se expresan los genes particulares 
(como en la figura 12-33), ademas de identificar el impacto de 
las copias adicionales de genes particulares en el desarrollo y la 
vida del animal. 

Animales yplantas transgenicos Enl981 Ralph Brinster 
dela Pennsylvania Universityy RichardPalmiterdela Washington 
University tuvieron exito en la introduction de un gen para la 
hormona del crecimiento de la rata en los huevos fertilizados de 
raton. El DNA inyectado se construyo para que tuviera la por¬ 
tion codificadora del gen para la hormona del crecimiento de la 
rata en una position justo siguiente a la region promotora del 
gen de raton para la metalotioneina. En condiciones normales 
la sintesis de metalotioneina se intensifica mucho despues de la 
administration de metales, como el cadmio o el cine, o de hor- 
monas glucocorticoides. El gen de la metalotioneina tiene un 
promotor potente y se esperaba que la colocation del gen de 
la hormona del crecimiento corriente abajo de este permitiera la 
expresion del gen despues del tratamiento del bloqueo transge- 
nico con metales o glucocorticoides. Como se ilustra en la figura 
18-47, esta expectativa se cumplio del todo. 

En el aspecto practico los animales transgenicos constitu- 
yen un mecanismo para crear modelos animales, que son ani¬ 
males de laboratorio que expresan una enfermedad humana 
particular a la que en condiciones normales no estarian sujetos. 



FIGURA 18-47 Ratones transgenicos. Esta fotografia muestra un par de her- 
manos de la misma camada a las 10 semanas de edad. El raton mas grande 
se desarrollo de un huevo inyectado con DNA que contema el gen de la 
hormona del crecimiento de la rata, que se coloco corriente abajo del pro¬ 
motor de metalotioneina. El raton mas grande pesa 44 g; el mas pequeno 
de control no inyectado pesa 29 g. El gen GH de rata se transmitio a los 
descendientes que tambien crecieron mas que los controles. (Cortesia de 
Ralph L. Brinster, de un trabajo publicado en R. D. Palmiter, et 
al., Nature, 300:611,1982.) 
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Esta estrategia se ilustra con los ratones transgenicos con un gen 
que codifica una version mutante de la proteina precursora ami- 
loide humana (APP). Como se explica en la pagina 66, estos 
ratones desarrollan sintomas neurologicos y de comportamiento 
que recuerdan los de la enfermedad de Alzheimer y son un 
recurso importante en el desarrollo de tratamientos para esta 
terrible enfermedad. Los animales transgenicos tambien se 
desarrollan como parte de la biotecnologia agricola. Por ejem- 
plo, los cerdos que nacen con genes ajenos para la hormona del 
crecimiento incorporados en sus cromosomas crecen con mucha 
menos grasa que los animales control que carecen de los genes. 
La carne de animales transgenicos tiene menos grasa porque el 
exceso de hormona del crecimiento estimula la conversion de 
nutrimentos en proteina en lugar de grasa. 

Las plantas tambien son candidates importantes para la 
ingenieria genetica. En la pagina 513 se indico que pueden cul- 
tivarse plantas completas a partir de celulas vegetales individua- 
les en cultivo. Esto brinda la oportunidad de modificar la 
composition genetica de las plantas mediante la introduction de 
DNA en los cromosomas de celulas cultivadas que despues pue¬ 
den crecer hasta plantas maduras. Una forma de introducir genes 
ajenos consiste en incorporarlos en t\ plasmido Ti de la bacteria 
Agrobacterium tumefaciens. Fuera del laboratorio, esta bacte¬ 
ria vive en relation con plantas dicotiledoneas, en las que induce 
la formation de masas tumorales llamadas agallas. Durante una 
infection, una section del plasmido Ti llamada region T-DNA 
pasa de la bacteria a la celula vegetal. Esta parte del plasmido se 
incorpora en los cromosomas de la celula vegetal e induce a la 
celula a proliferar y proveer nutrimentos a la bacteria. 

El plasmido Ti puede aislarse de bacterias y unirse con 
genes ajenos para producir un plasmido recombinante que las 
celulas vegetales dicotiledoneas no diferenciadas en cultivo cap- 
tan, inclusive las celulas de zanahorias y tabaco. La figura 18-48 
muestra el uso de los plasmidos Ti recombinantes para introdu¬ 
cir DNA extrano en las celulas del meristemo en la punta de los 
brotes nuevos. Luego los brotes pueden enraizarse y crecer hasta 
formar plantas maduras. Esta tecnica, llamada transformacion T- 
DNA, se utiliza para transformar celulas vegetales con genes 
derivados de bacterias que codifican toxinas para matar insectos, 
lo que protege las plantas de los insectos depredadores. 

Se dispone de otros procedimientos para introducir genes 
ajenos en las celulas de las plantas monocotiledoneas. En una de 
las estrategias mas exoticas, las celulas vegetales pueden servir 
como bianco para pelotillas microscopicas de tungsteno cubier- 
tas con DNA que se disparan con una “pistola de genes”. Esta 
tecnica se emplea para modificar el material genetico de varios 
tipos distintos de celulas vegetales. 

Las dos actividades mas importantes que los genetistas 
botanicos podrian mejorar con la ingenieria genetica son la 
fotosintesis y la fijacion de nitrogeno, ambas funciones bioener- 
geticas vitales. Cualquier mejoria significativa en la eficiencia 
fotosintetica implicaria grandes aumentos en la production de 
cosechas. Se espera que sea posible disenar una version modifi- 
cada de la enzima fijadora de C0 2 menos susceptible a la foto- 
respiracion (pag. 233). La fijacion de nitrogeno es una actividad 
que realizan ciertos generos de bacterias (p. ej., Rhizobium) que 
viven en relation simbiotica con ciertas plantas (p. ej., soya, caca- 
huate, trebol, alfalfa y guisantes). Las bacterias se encuentran en 
protuberancias o nodulos leguminosos, localizados en las raices, 
donde retiran N 2 de la atmosfera, lo reducen hasta amoniaco y 
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FIGURA 18-48 Formacion de plantas transgenicas con el plasmido Ti. El 

transgen se incluye en el DNA del plasmido Ti, que se reintroduce en la 
bacteria hospedadora. Las bacterias que contienen el plasmido recombi¬ 
nante se usan luego para transformar celulas vegetales, en este caso las celu¬ 
las del meristemo en el extremo superior de una punta disecada de la raiz. 
Los brotes transformados se transfieren a un medio de selection, donde 
desarrollan raices. Las plantas enraizadas pueden transferirse a tierra. 
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entregan el producto a las celulas de la planta. Los genetistas 
buscan una forma de aislar los genes bacterianos que participan 
en esta actividad e introducirlos en los cromosomas de las plan- 
tas no leguminosas que en la actualidad dependen mucho del 
fertilizante agregado para obtener sus compuestos de nitrogeno 
reducido. Una alternativa seria alterar el genoma de la planta o 
la bacteria para que nuevos tipos de relaciones simbioticas pue- 
dan desarrollarse. 

18.18 DETERMINACIQN DE LA FUNCION _ 

DE GENES EUCARIOTAS 

POR ELIMINACIQN GENICA 

Hace muy poco los investigadores descubrieron nuevos 
genes y aprendieron acerca de su funcion mediante la detection 
de mutantes que presentaban fenotipos anormales (vease la 
pagina 281 respecto al estudio de la secrecion de proteinas). La 
existencia de los genes se evidencio solo a traves del proceso de 
mutacion. Este proceso de aprendizaje de los genotipos median¬ 
te el estudio del fenotipo mutante se conoce como genetica ante- 
rograda. A partir del desarrollo de tecnicas para la donation de 
genes y la identification de la secuencia del DNA los investi¬ 
gadores han podido identificar y estudiar los genes en forma 
directa sin conocer nada acerca de la funcion de su proteina 
codificada. Esta condition se ha vuelto muy usual en los ultimos 
anos con la identification de la secuencia de genomas enteros y 
la identification de miles de genes cuya funcion aun se descono- 
ce. En los dos ultimos decenios los investigadores desarrollaron 
la genetica inversa, que es un proceso para determinar el fenotipo 
(o sea la funcion) con base en el conocimiento del genotipo. El 
enfoque basico de la genetica inversa es eliminar la funcion de 
un gen especifico y luego determinar el efecto de la elimination 
en el fenotipo. Primero se considera como introducen los inves¬ 
tigadores mutaciones especificas en genes in vitro, y luego se 
exponen dos tecnicas ampliamente usadas para eliminar la fun- 
cion genica in vivo. 

Mutagenesis in vitro 

Como resulta evidente en todo este libro, el aislamiento de 
mutantes naturales tiene una participation de gran importancia 
en el descubrimiento de la funcion de los genes y sus productos. 
Sin embargo, las mutaciones naturales son fenomenos raros y no 
es factible usar estas mutaciones para estudiar la participation de 
residuos de aminoacidos particulares en la funcion de una pro¬ 
teina determinada. En lugar de esperar a que aparezca un orga- 
nismo con un fenotipo inusual para identificar la mutation 
causante, los investigadores pueden mutar el gen (o sus regiones 
reguladoras relacionadas) en la forma deseada y observar el cam- 
bio fenotipico resultante. Estas tecnicas, denominadas colectiva- 
mente mutagenesis in vitro, requieren que el gen (o al menos el 
segmento genico) por mutar se haya clonado. 

Un procedimiento desarrollado por Michael Smith de la 
University of British Columbia se denomina mutagenesis dirigi- 
da a un sitio {site-directed mutagenesis, SDM) y permite a los 
investigadores hacer cambios especificos muy pequenos en una 
secuencia de DNA, como la sustitucion de una base por otra, o 


la deletion o insertion de una cantidad muy pequena de bases. 
Por lo general la SDM inicia con la sintesis de un oligonucleo- 
tido de DNA que contiene el cambio deseado, se permite que 
este oligonucleotido se hibride con un preparado monocatena- 
rio de DNA normal, y luego el oligonucleotido se utiliza como 
iniciador para la polimerasa de DNA. La polimerasa alarga el 
cebador mediante la adicion de nucleotidos complementarios 
del DNA normal. El DNA modificado puede clonarse entonces 
y determinar el efecto de la alteration genetica introduciendo el 
DNA en una celula hospedadora adecuada. Los cientificos sue- 
len usar SDM para responder a interrogantes muy puntuales 
acerca de la funcion de un gen o una proteina. Por ejemplo, 
podrian cambiar un aminoacido por otro para obtener indicios 
acerca del cometido de ese sitio especifico en el funcionamiento 
global de una proteina. De manera alternativa, podrian introdu- 
cir cambios en la region reguladora de un gen y determinar el 
efecto en la expresion genica. Si el objetivo de la mutagenesis 
dirigida a un sitio es simplemente suprimir el funcionamiento 
de un gen, pueden usarse metodos menos especificos. Por ejem¬ 
plo, si se corta una secuencia genica en un sitio de restriction, se 
usa polimerasa de DNA para convertir las regiones monocate- 
narias de los extremos pegajosos en DNA bicatenario y se vuel- 
ven a ligar esos extremos, es posible destruir el marco de lectura 
de una proteina. En otros casos podria eliminarse del gen un 
fragmento de restriction completo. 

Crear una mutation in vitro es solo un aspecto de la gene¬ 
tica inversa. Para estudiar el efecto de una mutation artificial en 
un fenotipo, es necesario sustituir el gen normal por el alelo 
mutado en el organismo en cuestion. El desarrollo de una tecni- 
ca para introducir mutaciones en el genoma murino abrio la 
puerta para los estudios de genetica inversa en mamiferos, y lite- 
ralmente revoluciono el estudio del funcionamiento genico de 
este grupo taxonomico. 


Ratones con bloqueo genico 

En varias partes de este libro se describen los fenotipos de rato¬ 
nes que carecen de una copia funcional de un gen particular. Por 
ejemplo, se indico que los ratones que carecen de una copia fun- 
cional del gen p53 siempre desarrollan tumores malignos (pag. 
676). Estos animales, llamados ratones con bloqueo genico, 
pueden aportar information unica de la base genetica de la 
enfermedad humana, asi como un mecanismo para estudiar las 
diversas actividades celulares en las que el producto de un gen 
particular pudiera participar. Los ratones con bloqueo genico 
son resultado de una serie de procedimientos experimentales 
que se muestran en la figura 18-49. 

Mario Capecchi de la Utah University, Oliver Smithies de 
la Wisconsin University^ Martin Evans de la Cambridge University 
desarrollaron los diversos procedimientos empleados para gene- 
rar ratones con bloqueo genico en el decenio de 1980. El primer 
paso es aislar un tipo inusual de celula que tenga poderes ilimi- 
tados para poderse diferenciar. Estas celulas, denominadas celu¬ 
las primordiales embrionarias (pag. 19), se encuentran en el 
blastocisto de los mamiferos, que es una etapa temprana 
del desarrollo embrionario comparable a la etapa de blastula de 
otros animales. El blastocisto de un mamifero (fig. 18-49) 
se compone de dos partes distintas. La capa externa constituye 
el trofectodermo, que da origen a la mayoria de las membranas 
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FIGURA 18-49 Formacion de ratones con bloqueo genico. Los pasos se 
describen en el texto. 


extraembrionarias caracteristicas de un embrion de mamifero. 
La superficie interna del trofectodermo esta en contacto con un 
cumulo de celulas llamado masa celular interna que se proyecta 
hacia la cavidad espaciosa (blastocele). La masa celular interna 
da origen a las celulas que forman el embrion. La masa celular 
interna contiene las celulas primordiales embrionarias, que se 
diferencian en todos los tejidos diversos de que se compone el 
mamifero. 

Las celulas primordiales primarias pueden aislarse de blas- 
tocistos y cultivarse in vitro bajo condiciones en las que las celu¬ 
las crecen y proliferan. Las celulas primordiales embrionarias se 
transfectan despues con un fragmento de DNA que contenga 
un alelo mutante no funcional del gen que va a eliminarse, asi 
como genes de resistencia a antibiotico que pueden usarse para 
seleccionar las celulas que incorporaron el DNA alterado en su 
genoma. Alrededor de una de 10 4 celulas que captan el DNA 
pasa por un proceso de recombinacion homologa en el que el 
DNA de la transfection suple la secuencia homologa de DNA. 
Mediante este procedimiento se producen y seleccionan las 
celulas primordiales embrionarias que son heterocigotas para 
dicho gen con base en su resistencia antibiotica. En el siguiente 
paso varias de estas celulas donantes se inyectan en el blastocele 
de un embrion de raton receptor. En el protocolo descrito en 
la figura 18-49, el embrion receptor se obtiene de una cepa 
negra. El embrion inyectado se implanta en el oviducto de una 
hembra que se prepare con hormonas para llevar el embrion a 
termino. Mientras el embrion se desarrolla en su madre sustitu- 
ta, las celulas primordiales embrionarias inyectadas se unen con 
la masa celular interna propia del embrion y contribuyen a la 
formation de tejidos embrionarios, inclusive las celulas germi¬ 
nates de las gonadas. Estos ratones quimericos pueden recono- 
cerse porque su pelaje tiene caracteristicas de las cepas donante 
y receptora. Los ratones quimericos se aparean con un miembro 
de una cepa endogamica negra para saber si las celulas germina¬ 
tes contienen la mutation de elimination genica. La descenden- 
cia sera heterocigota para el gen en todas sus celulas si las celulas 
germinales contienen la mutation por elimination. Los hetero- 
cigotos pueden reconocerse por la coloration parda de su pelaje. 
Despues estos heterocigotos se aparean entre si para producir 
descendientes homocigotos para el alelo mutante. Estos son los 
ratones con bloqueo genico que carecen de una copia funcional 
del gen. Cualquier gen del genoma, o cualquier secuencia de 
DNA para el caso, puede modificarse de cualquier manera que 
se desee usando este metodo experimental. 

En algunos casos la deletion de un gen particular puede 
conducir a la ausencia de un proceso particular, to que propor- 
ciona evidencia convincente de que el gen es esencial para ese 
proceso. Sin embargo, a menudo la deletion de un gen que se 
cree participa en un proceso esencial causa poca o ninguna alte¬ 
ration en el fenotipo del animal. Estos resultados pueden ser 
dificiles de interpretar. Por ejemplo, es posible que el gen no 
participe en el proceso que se estudia o, como casi siempre suce- 
de, que la ausencia del producto del gen se compense con el 
producto de un gen distinto. La compensation de un gen por 
otro puede verificarse con la production de ratones que carecen 
de los dos genes en cuestion (es decir, doble bloqueo genico). 

En otros casos la ausencia de un gen conduce a la muerte 
del raton durante las etapas tempranas del desarrollo, lo que 
tambien dificulta la identification de la participation del gen en 
la funcion celular (vease un ejemplo en la pagina 333). Muchas 
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veces los investigadores pueden resolver este problema con una 
tecnica que permite eliminar un gen particular solo en uno o 
mas tejidos deseados, mientras que el gen se expresa en el resto 
del animal. Estas desactivaciones condidonales, como se les cono- 
ce, suelen permitir que el animal sobreviva hasta la edad adulta 
y los investigadores pueden estudiar la participation del gen en 
el desarrollo o la funcion del tejido afectado. 

Interferencia de RNA 

Los ratones con bloqueo genico representan una estrategia inva¬ 
luable para aprender respecto a la funcion de los genes, pero la 
generation de estos animales es laboriosa y cara. En los ultimos 
anos se utiliza cada vez mas una nueva tecnica de genetica inver- 
sa. Como se explica en la pagina 459, la interferencia del RNA 
(iRNA) es un proceso en el que un RNA mensajero especifico se 
degrada por la presencia de un pequeno RNA de cadena doble 
(dsRNA) cuya secuencia esta contenida en la secuencia del 
mRNA. Las funciones de los genes de una planta, nematodo o 
mosca de la fruta pueden estudiarse con la simple inyeccion de 
un RNA de cadena doble en uno de estos organismos para exa- 
minar el fenotipo del organismo que se produce con la degrada¬ 
tion del mRNA correspondiente. Con esta estrategia puede 
reunirse information de las funciones de grandes cantidades de 
genes en un periodo relativamente corto. Como se senala en la 
pagina 461, la iRNA puede usarse para estudiar la funcion de los 
genes en celulas de mamiferos si las celulas se incuban con 
pequenos RNA de cadena doble o mediante manipulation 
genetica para que las celulas produzcan RNA de cadena doble. 
Una vez dentro de la celula, el RNA de cadena doble conduce a 
la degradation del mRNA bianco, lo que ocasiona que la celula 
sea incapaz de producir proteina adicional codificada por ese 
gen. Cualquier deficiencia en el fenotipo de la celula puede atri- 
buirse a una disminucion marcada en el nivel de la proteina que 
se investiga. La figura 18-50, que presenta un ejemplo de esta 
estrategia, muestra el efecto de la separation de cromosomas 
despues de la transfection de las celulas con un RNA de cadena 
doble que se enfoca en la cinasa Aurora B (pag. 594). 

Tambien se dispone de bibliotecas (o catalogos) con miles 
de dsRNA pequenos, o vectores que contienen DNA que codi- 
fican estos RNA, para el estudio de las funciones de los genes 
humanos. Los investigadores que utilizan estas bibliotecas pue¬ 
den estudiar los efectos sobre cualquier proceso dado que resul¬ 
tan de anular la expresion de virtualmente cualquier gen del 
genoma. Estos estudios han proporcionado nuevos indicios 
sobre las funciones desconocidas hasta entonces de numerosos 
genes. 


18.19 USO DE ANTICUERPOS _ 

Como se explica en el capitulo 17, los anticuerpos (o 
inmunoglobulinas) son proteinas que se producen en los tejidos 
linfoides como respuesta a la presencia de materiales extranos, o 
antigenos. Una de las propiedades mas atractivas de los anti¬ 
cuerpos y que los hace tan utiles para los investigadores en bio- 
logia es su especificidad notable. Una celula puede contener 
miles de proteinas diferentes y aun asi una preparation de anti¬ 
cuerpos se une solo con las moleculas seleccionadas dentro de la 
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FIGURA 18-50 Identificacion de la funcion genica mediante interferencia 
con el RNA. a ) Una celula cultivada de mamifero no tratada en la metafase 
de la mitosis, b ) El mismo tipo de celula que se trato con RNA de cadena 
doble disenado para inducir la destruction de los mRNA que codifican la 
cinasa Aurora B, una proteina que participa en el punto de revision del 
huso en la metafase (pag. 592). Los cromosomas de esta celula son adya- 
centes al huso mitotico, lo que sugiere la ausencia de interacciones entre el 
cinetocoro y el microtubulo. (Tomada de Claire Ditchfield, et al., por 
cortesia de Stephen S. Taylor, J Cell Biol 161:276,2003; MEDIANTE 

AUTORIZACION DE DERECHOS RESERVADOS DE LA ROCKEFELLER UNIVER¬ 
SITY Press.) 


celula que tienen una pequena parte que se adapta a los sitios 
para union de antigeno de las moleculas de anticuerpo. A menu- 
do pueden obtenerse anticuerpos que distinguen entre dos poli- 
peptidos que solo difieren en un aminoacido. 

Desde hace mucho tiempo los biologos aprovechan los 
anticuerpos y desarrollan una gran variedad de tecnicas que 
los utilizan. En general se cuenta con dos estrategias distintas 
para la preparation de moleculas de anticuerpo que interactuan 
con un antigeno determinado. En la estrategia traditional, 
un animal (por lo general un conejo o una cabra) se inyecta 
varias veces con el antigeno y tras un periodo de varias semanas 
se extrae sangre que contiene los anticuerpos deseados. La san- 
gre entera se trata para eliminar las celulas y los factores de coa¬ 
gulation a fin de producir un antisuero, que puede someterse a 
prueba para cuantificar su titulo de anticuerpos y del que pueden 
purificarse las inmunoglobulinas. Aunque este metodo para pro¬ 
duct anticuerpos aun esta en uso, tiene ciertas desventajas inhe- 
rentes. A causa del mecanismo de sintesis de anticuerpos, un 
animal siempre produce diversas especies de distintas inmuno¬ 
globulinas, es decir, inmunoglobulinas con diferentes regiones V 
en sus cadenas polipeptidicas, aun cuando se enfrentan con una 
preparation purificada del antigeno. Se dice que un antisue¬ 
ro que contiene varias inmunoglobulinas que se unen con el 
mismo antigeno es polidonal. Como las inmunoglobulinas tie¬ 
nen estructuras demasiado similares para fraccionarse, resulta 
imposible obtener una preparation de una sola especie purifica¬ 
da de anticuerpo con esta tecnica. 

En 1975 Cesar Milstein y Georges Kohler del Medical 
Research Council en Cambridge, Inglaterra, realizaron un con- 
junto trascendental de experimentos que condujo a la prepara¬ 
tion de anticuerpos dirigidos contra antigenos especificos. Para 
comprender su trabajo es necesario divagar un poco. Dado un 
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cion determinado de celulas productoras de anticuerpos (que 
provienen de un solo linfocito B) se sintetizan anticuerpos con 
sitios identicos para combination con antigenos. La heteroge- 
neidad de los anticuerpos producidos cuando se inyecta un solo 
antigeno purificado a un animal se debe al hecho de que se acti- 
van muchos linfocitos B distintos, cada uno con anticuerpos 
unidos con la membrana con afinidad por una parte diferente 
del antigeno. Surgio una pregunta importante: ^era posible 
resolver este problema y obtener una sola especie de molecula de 
anticuerpo? Considerese por un momento los resultados de un 
procedimiento en el que un animal recibe una inyeccion de 
un antigeno purificado, se espera un periodo de varias semanas 
para que los anticuerpos se produzcan, se extraen el bazo u otros 
organos linfoides, se prepara una suspension de celulas unicas, se 
aislan las celulas que producen el anticuerpo deseado y esas celu¬ 
las particulares se cultivan como colonias separadas para obtener 
grandes cantidades de esta inmunoglobulina particular. Si se 
siguiera este procedimiento, se obtendria una preparation de 
moleculas de anticuerpo producidas por una sola colonia (o 
cion) de celulas, que se conoce como anticuerpo monoclonal. 
Sin embargo, como las celulas productoras del anticuerpo no 
crecen ni se dividen en cultivo, fue necesario introducir alguna 
manipulation adicional para obtener anticuerpos monoclo- 
nales. 

Las celulas de mieloma maligno son un tipo de celula can- 
cerosa que crece con rapidez en cultivo y produce grandes canti¬ 
dades de anticuerpos. No obstante, las celulas de mieloma son 
poco utiles como herramientas analiticas porque no se forman 
como respuesta a un antigeno particular. En lugar de eso las 
celulas de mieloma se desarrollan a partir de una conversion 
aleatoria de un linfocito normal al estado maligno y, por tanto, 
producen el anticuerpo que el linfocito particular sintetizaba 
antes de volverse maligno. 

Milstein y Kohler combinaron las propiedades de estos dos 
tipos de celulas: el linfocito normal productor de anticuerpos y 
la celula de mieloma inmortal. Lograron esta hazana median- 
te la fusion de los dos tipos de celulas para producir celulas 
hibridas, denominadas hibridomas, que crecen y proliferan de 
manera indefinida, y tambien producen grandes cantidades 
de un solo anticuerpo (monoclonal). El anticuerpo producido es 
el que el linfocito normal sintetizaba antes de fusionarse con la 
celula de mieloma. 

El procedimiento para la production de anticuerpos mono- 
clonales se ilustra en la figura 18-51. El antigeno (ya sea en for¬ 
ma soluble o como parte de una celula) se inyecta en el raton 
para inducir la proliferation de celulas especificas formadoras de 
anticuerpo (paso 1, fig. 18-51). Tras un periodo de varias sema¬ 
nas, el bazo se extrae y se separa en celulas individuales (paso 2), 
y los linfocitos productores de anticuerpo se fusionan luego con 
una poblacion de celulas de mieloma maligno (paso 3), lo que 
hace a las celulas hibridas inmortales, capaces de una division 
celular ilimitada. Para seleccionar las celulas hibridas (hibrido¬ 
mas) entre las celulas no fusionadas se coloca la mezcla celular 
en un medio en el que solo puedan sobrevivir los hibridos (paso 
4). Despues los hibridomas crecen como clones en pozos sepa- 
rados (paso 5) y se revisan en forma individual para detectar la 
production de anticuerpo contra el antigeno en estudio. Las 
celulas hibridas que contienen el anticuerpo apropiado (paso 6) 
pueden clonarse in vitro o in vivo (como celulas tumorales en un 
animal receptor), de modo que sea posible preparar cantidades 
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FIGURA 18-51 Formacion de anticuerpos monoclonales. Los pasos se des- 
criben en el texto. El medio HAT se llama asi porque contiene hipoxantina, 
aminopterina y timidina. Este medio permite el crecimiento de las celu¬ 
las con una transferasa fosforribosilo de hipoxantina-guanina (HGPRT), 
pero no apoya el crecimiento de celulas que carecen de esta enzima, como 
las celulas de mieloma multiple sin fusionar que se usaron en este proce¬ 
dimiento. 
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congelados y mantenerse alicuotas disponibles para los investi- 
gadores en todo el mundo. 

Una de las caracteristicas mas importantes de esta metodo- 
logia es que no se tiene que comenzar con un antigeno purifica- 
do para obtener un anticuerpo. De hecho el antigeno para el que 
se busca el anticuerpo monoclonal puede ser un componente 
menor de toda la mezcla. Ademas de su empleo en la investiga- 
cion, los anticuerpos monoclonales tienen una participacion 
valiosa en la medicina diagnostica, en pruebas para determinar 
la concentracion de proteinas especificas en la sangre u orina. En 
uno de los ejemplos los anticuerpos monoclonales son la base de 
ciertas pruebas caseras de embarazo que detectan la presencia 
de una proteina (gonadotropina corionica) que aparece en la ori¬ 
na unos cuantos dias despues de la conception. 

Cuando se tiene la preparation de moleculas de anticuerpo, 
obtenidas ya sea por tecnicas inmunologicas convencionales o 
mediante la formation de hibridomas, estas moleculas pueden 
usarse como sondas muy especificas en varias tecnicas analiticas. 
Por ejemplo, los anticuerpos pueden usarse en la purification de 
proteinas. Cuando se agrega un anticuerpo purificado a una 
mezcla cruda de proteinas, la proteina especifica que se busca se 
combina de manera selectiva con el anticuerpo y se precipita de 
la solution. Los anticuerpos tambien pueden emplearse en con- 
junto con varios tipos de procedimientos de fraccionamiento 
para identificar una proteina particular (antigeno) entre una 
mezcla de proteinas. Por ejemplo, en una prueba con el metodo 
Western primero se fracciona una mezcla de proteinas por elec- 
troforesis bidimensional (como en la figura 18-29). A continua¬ 
tion las proteinas fraccionadas se transfieren a una hoja de filtro 
de nitrocelulosa, que se incuba con una preparation de anticuer¬ 
pos marcados con radiactividad o fluorescencia. La localization 
en el filtro de la proteina especifica unida con el anticuerpo pue¬ 
de establecerse mediante la localization de la radiactividad o la 
fluorescencia. 

Los anticuerpos monoclonales preparados por el metodo 
recien descrito no solo son excelentes herramientas de investiga¬ 
tion, tambien son muy utiles como agentes terapeuticos en los 
humanos (pag. 683). Los esfuerzos por desarrollar hibrido¬ 
mas humanos que produzcan anticuerpos monoclonales no han 
tenido exito hasta ahora. Para salvar este obstaculo, algunos 
ratones se modificaron por ingenieria genetica para que los anti¬ 
cuerpos que producen sean cada vez mas humanos en cuanto a 
la secuencia de aminoacidos. Varios de estos anticuerpos mono¬ 
clonales humanizados se aprobaron ya para el tratamiento de 
diversas enfermedades. En fechas recientes los ratones se modi¬ 
ficaron para que su sistema inmunitario sea de naturaleza 
“humana”. Estos animales producen anticuerpos con estructura 
humana por completo. 

El primer anticuerpo totalmente humano (adalimimab), 
aprobado para el tratamiento de la artritis reumatoide (pag. 
720), fue producido por una tecnica muy distinta en la que se usa 
bacteriofago en vez de hibridomas como base para la production 
de anticuerpo monoclonal. Esta tecnica se conoce como exhibi¬ 
tion en fago. En esta tecnica se generan miles de millones de 
particulas fagicas distintas, cada una de las cuales porta un gen 
que codifica una molecula de anticuerpo humano que posee una 
region variable unica (pag. 705). Diferentes fagos de esta vasta 


biblioteca codifican diferentes anticuerpos, esto es, anticuerpos 
con diferentes regiones variables. En cada caso, el gen para anti¬ 
cuerpo se fusiona con un gen que codifica una de las proteinas 
de la cubierta vinca, de modo que cuando el fago se ensambla 
dentro de una celula hospedadora, la molecula de anticuerpo se 
exhibe en la superficie de la particula virica. Supongase que 
se tiene una proteina (antigeno) que se piensa podria ser un 
buen bianco para un anticuerpo terapeutico dado. El antigeno se 
purifica y se permite que interactive con una muestra de cada una 
de las particulas fagicas que constituyen la biblioteca fagica. 
Aquellos fagos que se unen al antigeno con alta afinidad pueden 
identificarse, y se les permite que se multipliquen dentro de una 
celula hospedadora apropiada. Una vez que se ha amplificado de 
este modo, el DNA que codifica el gen de anticuerpo puede 
aislarse y usarse para transfectar una celula de mamifero apro¬ 
piada. Las celulas modificadas por ingenieria genetica pueden 
entonces multiplicarse en grandes cultivos para producir canti- 
dades terapeuticas del anticuerpo. La production de anticuerpos 
en celulas de mamifero cultivadas es una empresa costosa, y se 
esta intentando con la alternativa de las “fabricas vivas”. Entre 
las posibilidades para esta finalidad se encuentran cabras, cone- 
jos y celulas de la planta del tabaco. 

Una rapida revision de esta obra revela muchas microgra- 
fias que muestran la localization inmunitaria de una proteina 
particular dentro de una celula tal como se ve en el microscopio 
optico o el electronico. La localization inmunitaria de proteinas 
dentro de una celula depende del uso de anticuerpos que se pre- 
pararon de manera especifica contra esa proteina particular. Una 
vez preparadas, las moleculas de anticuerpo se unen (conjugan) 
con una sustancia que las hace visibles al microscopio, pero no 
interfiere con la especificidad de sus interacciones. Para utilizar- 
los con el microscopio optico, los anticuerpos suelen unirse en 
complejos con pequenas moleculas fluorescentes, como la fluo- 
resceina o la rodamina, para formar derivados que luego se incu- 
ban con las celulas o cortes de celulas. Los sitios de union se 
visualizan con el microscopio de fluorescencia. Esta tecnica 
se denomina inmunofluorescencia directa. A menudo es pre- 
ferible realizar la localization de antigenos con una variation de 
esta tecnica llamada inmunofluorescencia indirecta. En esta, 
las celulas se incuban con un anticuerpo no marcado y se per¬ 
mite que formen complejos con el antigeno correspondiente. 
La localization de la pareja antigeno-anticuerpo se revela en un 
segundo paso con una preparation de anticuerpos con marca 
fluorescente cuyos sitios de combination estan dirigidos con¬ 
tra las moleculas de anticuerpos empleadas en el primer paso. La 
inmunofluorescencia indirecta produce una imagen mas brillan- 
te porque muchas moleculas del anticuerpo secundario pueden 
unirse con un solo anticuerpo primario. La inmunofluorescencia 
indirecta tambien tiene una ventaja practical el anticuerpo 
conjugado (fluorescente) es facil de obtener en el mercado. 
La inmunofluorescencia brinda una claridad notable porque las 
proteinas unidas con el anticuerpo se revelan a la vista; todos 
los materiales no marcados permanecen invisibles. La localiza¬ 
tion de los antigenos con el microscopio electronico se logra con 
anticuerpos que se marcaron con materiales electrodensos, como 
la proteina con hierro ferritina o particulas de oro. La figura 
8-23r, d muestra un ejemplo de esta tecnica. 
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Premios Nobel otorgados 

por investigacion en biologia celular 

y molecular desde 1958 


Ano 

Premiado* 

Premio 

Area de investigacion 

Paginas en el texto 

2006 

Andrew Z. Fire 

MyF** 

Interferencia de RNA 

459,774 


Craig C. Mello 

Roger D. Kornberg 

Quimica 

Transcription en eucariotas 

437,492 

2004 

Richard Axel 

Linda B. Buck 

MyF 

Receptores olfatorios 

633 


Aaron Ciechanover 

Avram Hershko 

Irwin Rose 

Quimica 

Ubicuitina y proteasomas 

537 

2003 

Peter Agre 

Quimica 

Estructura de los canales 

150,152 


Roderick MacKinnon 


de la membrana 


2002 

Sydney Brenner 

MyF 

Introduction de C. elegans 

17 


John Sulston 


como un microorganismo modelo 



H. Robert Horvitz 


Apoptosis en C. elegans 

654 


John B. Fenn 

Quimica 

Ionization con electrospray en MS 

751 


Koichi Tanaka 


MALDI en MS 

751 


Kurt Wuthrich 


Analisis de proteinas con NMR 

57 

2001 

Leland H. Hartwell 

Tim Hunt 

Paul Nurse 

MyF 

Control del ciclo celular 

574,610 

2000 

Arvid Carlsson 

MyF 

Transmision sinaptica 

168 


Paul Greengard 

Eric Kandel 


y transduction de senal 

616 

1999 

Gunter Blobel 

MyF 

Transito de proteinas 

285 

1998 

Robert Furchgott 

Louis Ignarro 

Ferid Murad 

MyF 

ON como mensajero intercelular 

652 

1997 

Jens C. Skou 

Quimica 

Na + /K + -ATPasa 

157 


Paul Boyer 

John Walker 


Mecanismo de la sintesis de ATP 

202 


Stanley B. Prusiner 

MyF 

Estructura proteinica de los priones 

65 

1996 

Rolf M. Zinkernagel 

MyF 

Reconocimiento de celulas infectadas 

720 


Peter C. Doherty 


con virus por el sistema inmunitario 


1995 

Edward B. Lewis 

MyF 

Control genetico del desarrollo 

VE12 


Christiane Nusslein-Volhard 
Eric Wieschaus 


embrionario 


1994 

Alfred Gilman 

MyF 

Estructura y funcion de las proteinas (G) 

622 


Martin Rodbell 


de union del GTP 


1993 

Kary Mullis 

Quimica 

Reaction en cadena de la polimerasa 

(PCR) 

763 


Michael Smith 


Mutagenesis dirigida a sitio (MDS) 

772 


Richard J. Roberts 

Phillip A. Sharp 

MyF 

Secuencias intermedias 

448 
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A-2 Premios Nobel otorgados por investigation en biologia celular y molecular desde 1958 


Ano 

Premiado* 

Premio 

Area de investigation 

Paginas en el texto 

1992 

Edmond Fischer 

Edwin Krebs 

MyF 

Alteration de la actividad enzimatica 
por fosforilacion/desfosforilacion 

114,625 

1991 

Erwin Neher 

Bert Sakmann 

MyF 

Medicion del flujo de iones mediante 
registro placa-pinza 

151 

1989 

J. Michael Bishop 

Harold Varmus 

MyF 

Genes celulares capaces de causar 
transformation maligna 

688 


Thomas R. Cech 

Sidney Altman 

Quimica 

Capacidad del RNA para catalizar 
reacciones 

478 

1988 

Johann Deisenhofer 

Robert Huber 

Hartmut Michel 

Quimica 

Centro bacteriano de reaction de 
fotosintesis 

221 

1987 

Susumu Tonegawa 

MyF 

Reordenamientos del DNA que originan 
la diversidad de anticuerpos 

707 

1986 

Rita Levi-Montalcini 
Stanley Cohen 

MyF 

Factores que afectan el brote neural 

381 

1985 

Michael S. Brown 

Joseph L. Goldstein 

MyF 

Regulation del metabolismo del 
colesterol y la endocitosis 

322 

1984 

Georges Kohler 

Cesar Milstein 

Niels K.Jerne 

MyF 

Anticuerpos monoclonales 

Formation de anticuerpos 

775 

698 


Bruce Merrifield 

Quimica 

Sintesis quimica de peptidos 

758 

1983 

Barbara McClintock 

MyF 

Elementos moviles en el genoma 

411 

1982 

Aaron Klug 

Quimica 

Estructura de complejos de acido 
nucleico-proteina 

77 

1980 

Paul Berg 

Walter Gilbert 

Frederick Sanger 

Quimica 

Tecnologia de DNA recombinante 
Tecnologia de secuenciacion de DNA 

760 

766 


Baruj Bennacerraf 

Jean Dausset 

George D. Snell 

MyF 

Complejo mayor de histocompatibilidad 

709 

1978 

Werner Arber 

Daniel Nathans 

Hamilton Smith 

MyF 

Tecnologia de restriction de endonucleasa 

758 


Peter Mitchell 

Quimica 

Mecanismo quimioosmotico de 
fosforilacion oxidativa 

187 

1976 

D. Carleton Gajdusek 

MyF 

Enfermedades basadas en priones 

65 

1975 

David Baltimore 

Renato Dulbecco 

Howard M. Temin 

MyF 

Transcriptasa inversa y actividad 
vinca tumoral 

687 

1974 

Albert Claude 

Christian de Duve 

George E. Palade 

MyF 

Estructura y funcion de componentes 
internos de las celulas 

277,279 

1972 

Gerald Edelman 

Rodney R. Porter 

MyF 

Estructura de la inmunoglobulina 

703 


Christian B. Anfinsen 

Quimica 

Relation entre la estructura primaria y 
terciaria de las proteinas 

63 

1971 

Earl W. Sutherland 

MyF 

Mecanismo de action de las hormonas y 
AMP ciclico 

625 




Premios Nobel otorgados por investigation en biologia celular y molecular desde 1958 A-3 


Ano 

Premiado* 

Premio 

Area de investigation 

Paginas en el texto 

1970 

Bernard Katz 

Ulf S. von Euler 

MyF 

Propagation y transmision del 
impulso nervioso 

165 


Luis F. Leloir 

Quimica 

Funcion de nucleotidos azucar en la 
sintesis de carbohidratos 

290 

1969 

Max Delbriick 

Alfred D. Hershey 

Salvador E. Luria 

MyF 

Estructura genetica de los virus 

21,424 

1968 

H. Gobind Khorana 
Marshall W. Nirenberg 
Robert W. Holley 

MyF 

Codigo genetico 

Estructura del RNA transfer 

465 

467 

1966 

Peyton Rous 

MyF 

Tumores videos 

686 

1965 

Francois Jacob 

Andre M. Lwoff 

Jacques L. Monod 

MyF 

Operones bacterianos y RNA 
mensajero 

431,510 

1964 

Dorothy C. Hodgkin 

Quimica 

Estructura de moleculas organicas 
complejas 

752 

1963 

John C. Eccles 

Alan L. Hodgkin 

Andrew F. Huxley 

MyF 

Bases ionicas de los potentiates de 
membrana de los nervios 

164 

1962 

Francis H. C. Crick 

James D. Watson 

Maurice H. F. Wilkins 

MyF 

Estructura tridimensional del DNA 

395 


John C. Kendrew 

Max F. Perutz 

Quimica 

Estructura tridimensional de 
proteinas globulares 

57 

1961 

Melvin Calvin 

Quimica 

Bioquimica de la asimilacion de C0 2 
durante la fotosintesis 

229 

1960 

F. MacFarlane Burnet 

Peter B. Medawar 

MyF 

Teoria de selection clonal de la 
formation de anticuerpos 

698 

1959 

Arthur Kornberg 

Severo Ochoa 

MyF 

Sintesis de DNA y RNA 

547,465 

1958 

George W. Beadle 

Joshua Lederberg 

Edward L. Tatum 

MyF 

Expresion genica 

430 


Frederick Sanger 

Quimica 

Estructura primaria de las proteinas 

55 


*En algunos casos se omitieron de esta lista los copremiados cuya investigation se llevo a cabo en un area ajena a la biologia celular y molecular. 
**M y F: Medicina y fisiologia; VE: Vias experimentales. 





Temas de interes humano 


Nota.- La f despues de un mimero de pagina indica figura; la c denota un cuadro; np se refiere a una nota al pie de pagina; PH alude a un 
recuadro Perspectiva humana; VE hace referenda a un recuadro Vias experimentales. 


Aberraciones (anormalidades) 
cromosomicas: 

y apoptosis, Cap. 16, 680 
deleciones, y retinoblastoma, Cap. 16, 
673-675,680 

y oncogen myc. Cap. 16,680, 681f 
no disyuncion, Cap. 14, 606-607PH, 
606PHf 

y activation de oncogenes, Cap. 16, 
671f 

Adenovirus, para uso en fibrosis 
quistica, Cap. 3,161PH 
Adiccion a nicotina, Cap. 4,172VEnp 
Adrenoleucodistrofia (ALD), Cap. 5, 
210PH 

Agammaglobulinemia, Cap. 17, 697 
Agentes mutagenos, Cap. 16, 665-666, 
676f 

AIRE, Cap. 17, 715 
“Ajeno”, Cap. 17,694, 715-716 

ALD (adrenoleucodistrofia), Cap. 5, 
210PH 

Alergias, Cap. 15,626, Cap. 17,704, 706, 
719-720PH 

ALL. Ve'ase Leucemia linfoblastica aguda 
AML. Ve'ase Leucemia mieloide aguda 

Analisis genomico, Cap. 10,419-421PH 
Anemia de celulas falciformes, Cap. 2, 
55, Cap. 11,431,464 
Anestesicos, Cap. 4,166,170 
Aneuploidia, Cap. 14,592, 606-607PH, 
Cap. 16,664,676f, 678 
Antiacidos, Cap. 4,159,159f 
Antibioticos, Cap. 3,106-107PH, Cap. 
10,402 

Anticuerpos (autoanticuerpos), Cap. 7, 
254, Cap. 17 

Antidepresores, Cap. 4, 170 
Antidiabeticos, Cap. 15, 645 
Antiinflamatorios no esteroideos 
(NSAID), Cap. 16,666 
Antiinflamatorios, y cancer, Cap. 16, 666 
Antioxidantes, Cap. 2, 34-35PH 
Apoplejia, Cap. 7,251,259PH 
Artritis reumatoide, Cap. 17, 710- 
720PH 

Artritis reumatoide, Cap. 17, 719- 
720PH 

Ataques cardiacos, cardiopatia, Cap. 4, 
158, Cap. 7,251,259PH 
y nitroglicerina, Cap. 15, 652-653 
dano por reperfusion, Cap. 7,259PH 
Ateroesclerosis, Cap. 8,316, 322PH 
Atorvastatina, Cap. 8,316 

Barrera hematoencefalica, y zonas de 
oclusion, Cap. 7,265-266 


Cancer, Cap. 16, 662-691 
causas, Cap. 16, 665-666 
y regulation del ciclo celular, Cap. 14, 
572,577-578,584,585f, 592 
serialization celular, Cap. 16, 664 
y aberraciones cromosomicas, Cap. 12, 
501PH, 506,521,528-529,531 
y linfocitos T citotoxicos, Cap. 17, 693- 
694, 695,704, 707f, 717 
y genes reparadores de DNA, Cap. 16, 
676c, 678, 681-682 
influencias epigeneticas, Cap. 16, 667, 
671f, 679 

genetica, Cap. 16, 666-682 
y receptores de factor de crecimiento, 
Cap. 16, 679f, 681, 686 
sindromes hereditarios, Cap. 16, 672c 
propagation metastasica, Cap. 7, 
260PH, Cap. 16,663f, 667-669, 
668f, 672,677,682-683, 686 
desensamblaje de microtubulos, Cap. 9, 
345-346 

y reparacion de disparidades, Cap. 16, 
672c, 681-682 

y celulas asesinas naturales, Cap. 17, 
695f, 696 

morfologia normal en comparacion 
con la maligna, Cap. 16, 662-664, 
666-667 

y oncogenes, Cap. 16, 670-672,671f, 
678f, 679-682, 679c, 684,686- 
690VE 

y gen TP53, Cap. 16,668, 670,675- 
678,677f 

celulas premalignas, Cap. 16, 667f, 

677, 677 

prostata, Cap. 15, 654 
y gen RB, Cap. 16, 673-675,673f 
factores de riesgo, Cap. 16,666 
cutaneo, Cap. 13,566-567PH, 567 
y telomeros, Cap. 12,505, 505f 
tratamiento, Cap. 10,401-402, 

Cap. 16,670-686 

y genes supresores tumorales, Cap. 16, 
670-682 

uso de datos de microarreglos de DNA 
en el tratamiento, Cap. 16, 668, 

670, 670f 

transmision vertical, Cap. 16, 687VE 
y virus, Cap. 16, 663-666,670,675, 
679, 686-690VE 

Cancer cervicouterino, Cap. 16, 666-667, 

686 

Cancer de colon: 

y antiinflamatorios, Cap. 16, 666 
mutaciones genicas en, Cap. 16, 666 
no poliposico hereditario, Cap. 16, 681 


y reparacion de disparidades, Cap. 16, 
681 

y cambios geneticos progresivos, 

Cap. 16,668,668f 
y secuencias de DNA repetitivas, 

Cap. 16,681 

y genes supresores tumorales, Cap. 16, 
676-678 

Cancer de piel, Cap. 7,260PH 

Cancer hepatico, Cap. 16, 666 

Cancer mamario: 

genes relacionados, Cap. 16, 665f 
y moleculas de adhesion celular, Cap. 7, 
260PH 

datos de micromatrices de DNA, uso, 
Cap. 16,670,670f 
perfil de expresion genica, Cap. 16, 
668-670 

inmunoterapia, Cap. 16, 672c, 

683-684 

cariotipo, Cap. 16, 665f 
factores de riesgo, Cap. 16, 666 

Cancer ovarico, Cap. 2, 71, Cap. 16, 

663f, 678 

Cancer pancreatico, Cap. 16, 663f, 

672c, 677 

Cancer prostatico, Cap. 2, 72, Cap. 15, 
654 

Cancer vesicular, y oncogenes, Cap. 16, 
689VE 

Carcinogenos, Cap. 16,666, 676,686- 
687VE 

Cariotipos, Cap. 16, 665f, 672 

Celulas de memoria, Cap. 17, 698f, 699- 
701, 702 

Celulas nerviosas, anormalidades 
mitocondriales, Cap. 5,209- 
210PH, 209PHf 

donation, Cap. 12,513-514,514f, 515, 
Cap. 18,760-763,761f 

Coagulos sanguineos, e integrinas, Cap. 
7,249-251 

Colagena, enfermedades de, Cap. 7,244 

Colesterol: 

y ateroesclerosis, Cap. 8,316-317 
e hipercolesterolemia familiar, Cap. 8, 
322VE 

Cromosomas, de celulas normales y 
cancerosas, Cap. 16,663-665, 

664f 

Cromosomas sexuales, mimero anormal, 

Cap. 14,606-607PH 

Daltonismo, Cap. 12, 497, Cap. 15, 
623PHc 

Deficiencia de adhesion leucocitica 
(LAD), Cap. 7,259-260PH 
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Degeneration macular, Cap. 10, 418 
Desarrollo embrionario: 

y aberraciones cromosomicas, Cap. 12, 
497f, S01-502PH, 513,515,538 
cilios, Cap. 9,350-351PH 
y huella genetica, Cap. 12,530-531,539 
Desarrollo de farmacos, Cap. 2, 73-74f 
Diabetes, Cap. 10, 419-420PH 
Diabetes insipida, Cap. 4,150, Cap. 15, 
623PHc 

Diabetes mellitus, Cap. 15, 644-645, 

Cap. 17,719-720PH 
Diabetes mellitus insulinodependiente 
(IDDM), Cap. 17,719-720PH 
Diarrea, y osmosis, Cap. 4, 149 
Dieta baja en calorias, y lapso de vida, 
Cap. 2,34PH 

Dieta, y cancer, Cap. 16, 666 
Distrofias musculares, Cap. 10, 405PHf, 
Cap. 12,487 

Ejercicio y metabolismo aerobio y 

anaerobio, Cap. 5,188-189PH 
Elementos de respuesta estimulados por 
interferon (ISRE), Cap. 17,718 
Embarazo, inmunidad basada en IgG, 
Cap. 17, 706 
Enanismo, Cap. 7,244 
Encefalopatia espongiforme, Cap. 2, 
65PH 

Enfermedadde Alzheimer (AD), Cap. 2, 
66-68PH, Cap. 4,170, Cap. 10, 
420PH, Cap. 15,654, Cap. 18,771 
Enfermedad de celulas I, Cap. 8, 309PH 
Enfermedad de Creutzfeldt-Jakob 
(CJD), Cap. 2,65-66PH 
Enfermedad de Fabry, Cap. 8, 309c 
Enfermedad de Gaucher, Cap. 8, 309c, 
310PH 

Enfermedad de Huntington, Cap. 10, 
405PH, 406PHf, 420PH 
apoptosis en, Cap. 15, 654 
Enfermedad de las vacas locas, Cap. 2, 
65PH 

Enfermedad de Niemann-Pick tipo C, 

Cap. 8,309c, 316 

Enfermedad de Parkinson, Cap. 1, 

18PH, Cap. 5,209PH, Cap. 15,654 
Enfermedad deTay-Sachs, Cap. 8, 
309PHc, 310PH 

Enfermedad genetica y hereditaria, Cap. 
16,666 

Enfermedad hereditaria y enfermedad 
genetica, Cap. 16, 666 
Enfermedad poliquistica, Cap. 9,350PH 
Enfermedades autoinmunitarias, Cap. 7, 
254,262, Cap. 17, 700,715, 718- 
720PH 

Enfermedades congenitas de la 

glucosilacion (CDG), Cap. 8,291 
Enfermedades mitocondriales, Cap. 5, 
208-210PH 

Enfermedades peroxisomicas, Cap. 5, 
210PH 

Enfermedades por almacenamiento de 
esfingolipidos, Cap. 8,309PHc 


Enfermedades vesicantes, Cap. 7,254, 
Cap. 9,360 
Envejecimiento: 

y sindrome de Down (trisomia 21), 
Cap. 14, 606-607PH 
y radicales libres, Cap. 2, 34-35PH 
y trastornos mitocondriales, Cap. 5, 
210PH 

prematura, Cap. 12, 487 
y telomeros, Cap. 12,505 
por radiation ultravioleta, Cap. 13, 
566-567PH 

Errores innatos del metabolismo, Cap. 
11,430 

Esclerosis multiple (MS), Cap. 17, 718- 
719PH 

Escorbuto, Cap. 7,243 
Estatinas, Cap. 2,68PH, Cap. 8,316 
Excitation sexual, Cap. 15, 653 

Factor de crecimiento tipo insulina 2 
(IGF2), Cap. 12,530-531 
Factores de necrosis tumoral (TNF), 

Cap. 17,702,702c, 720PH 
Fibras musculares, de contraccion rapida 
y lenta, Cap. 5,188-189PH 
Fibrosis quistica, Cap. 4,160-161PH 
Fluoxetina, Cap. 4,170 
Frotis de Papanicolaou, Cap. 16, 667, 
667f, 686 

Gripe, Cap. 1,22-23 
Grupo sanguineo (tipo sanguineo), Cap. 
4,129,129f, 146, Cap. 17,709-710 

Hemofilia, por elementos geneticos 
“saltarines”, Cap. 10, 413 
Hepatitis, Cap. 11,462PH 
Hepatitis B, Cap. 16, 666, Cap. 17, 711 
Hepatitis C, Cap. 17, 696 
Hepatitis fulminante, Cap. 11, 462PH 
Hidrocefalia, Cap. 7,257 
Higado: 

colesterol, Cap. 8,316 

en el sistema inmunitario, Cap. 17, 

697, 701 

tratamientos, Cap. 11, 462PH, 464PHf 
Hipertension, Cap. 3,104 

Imatinib, Cap. 16, 684 
Infecciones: 

bacterianas, inmunorreacciones innatas, 
Cap. 17, 719PH 

y alelos MHC, Cap. 17,719-720PH, 
720-724VE 

mecanismos protectores, Cap. 17, 694- 
696 

viricas, presentation de antigeno, Cap. 
17,718, 719-720PH 
Inflamacion, Cap. 17, 696, 703-704 
Ingenieria genetica, Cap. 11,432 
Inmunidad, Cap 17, 693 

humoral y celular, Cap. 17, 697 
a largo plazo, Cap. 17, 698f, 699 
mediada por linfocitos T, Cap. 17, 711 
Inmunidad celular, Cap. 17, 697, 711 


Temas de interes humano A-5 

Inmunidad humoral, Cap. 17, 697 
Inmunizacion, Cap. 17, 700-701 
Inmunoterapia: 

activa, Cap. 16,684 
contra cancer, Cap. 16, 684-685 
pasiva, Cap. 16, 683-684 
innata, Cap. 17, 694-696, 696f 
resumen, cap. 17,694-697 
primaria, Cap. 17, 704f 
secundaria, Cap. 17,699, 704f, 708 
contra lo propio, Cap, 17,694,696, 
699-700,714,715-716,718-724PH 
Insulina, Cap. 15,626, 628c, 629,634, 
638, 641-642, 643f, 644-645,644f, 
649-651, 658, Cap. 16,664 
Interferon a (IFN-a), Cap. 17, 695f, 718 
Interferones (IFN), Cap. 17,695f, 696, 
702, 718 

Interleucinas (IL), Cap. 17, 702, 717 

Leucemia linfoblastica aguda (ALL), 
Cap. 16,668-670,669f 
Leucemia mielogena cronica (CML), 

Cap. 16,684 

Leucemia mieloide aguda (AML), 

Cap. 16,668,669f, 679c, 684 

Leucemias: 

y regulacion de division celular, 

Cap. 16,667 

y transposiciones cromosomicas, 

Cap. 12,502PH 

virus de la leucemia murina de Friend, 
Cap. 16,687VEf 

y perfil de expresion genica, Cap. 16, 
668, 669f, 670,670f 

Linfoma de Burkitt, Cap. 12, 521, 

Cap. 16,666,679c, 680 
Linfoma no Hodgkin de linfocitos B, 

Cap. 16,683-684 

Linfomas, Cap. 16, 663f, 666,671f, 672c, 
679c, 680, 682-684 

Longevidad, Cap. 2, 34-35PH, Cap. 8, 
316-317 

Lupus eritematoso sistemico (SLE), 

Cap. 17,719PH 

Malaria, Cap. 17, 711 

Medula osea, en el sistema inmunitario, 

Cap. 17,693,694f, 697,697f, 715, 
718PH 

Medula osea, trasplante, Cap. 1,18PH 
Melanoma, Cap. 16,663f, 672f, 679c 
Memoria inmunitaria, Cap. 17, 697, 699 
Metabolismo aerobio y anaerobio, Cap. 
5,188-189PH 

Metastasis, Cap. 7,260PH, Cap. 16, 670, 
672-678,678f, 679,682-683,686 
Musculo cardiaco: 

produccion de ATP, Cap. 5,189PH 
contraccion y zonas de oclusion, Cap. 
7,266-267 
Mutaciones: 

en cancer, Cap. 16, 667-668, 673f, 674- 
679 

y trastornos mitocondriales, Cap. 5, 
209PHf 


A-6 Temas de interes humano 


y activation de protooncogenes, 

Cap. 16, 671f, 672 
en DNA de anticuerpo reordenado, 
Cap. 17, 698-699,706-709 
procesos sucesivos, Cap. 16,673 
en genes supresores tumorales y 
oncogenes, Cap. 16, 671f 
Mutaciones con ganancia de funcion, 
Cap. 16, 671f 

Mutaciones con perdida de funcion, 

Cap. 16, 671f 

Obesidad, Cap. 5,199 
Olor corporal, y complejo mayor de 
histocompatibilidad, Cap. 17, 

714- 715 

Omeprazol, Cap. 4,159 

Perfil de expresion genica, Cap. 16, 668, 
669f, 670,670f 

Piel: 

enfermedades vesicantes, Cap. 7,254, 
262 

canceres, Cap. 13,566-567PH, 567 

injertos, Cap. 17, 710 

zonas de oclusion, Cap. 7,264,265 

Poblaciones africanas, genomas de, Cap. 
10,404,421PH 

Polipos de colon (adenomas), Cap. 16, 
668, 672c, 677,677f 
Preferencias de apareamiento, y 
complejo mayor de 
histocompatibilidad (MHC), Cap. 
17,715 

Progenitoras de celulas sanguineas, Cap. 
17,697f 

“Propio”, Cap. 17,696, 714,718-719PH, 
724PH 

anticuerpos contra, Cap. 17, 695f, 697, 
718-720PH, 722VE 
y distincion de lo ajeno, Cap. 17, 694, 

715- 717,718-719PH 

y linfocitos T, Cap. 17, 714-715 
tolerancia inmunitaria, Cap. 17, 699- 
700, 703f 

Proyecto Genoma Humano, Cap. 10, 

418 

Pubertad precoz, Cap. 15, 623PHc, 
624PH 

Radiation: 

como tratamiento contra el cancer, 

Cap. 16, 662-663,676-677,682 
como carcinogeno, Cap. 16, 663,665 
dano del DNA, reparation, Cap. 16, 
675-677,676f 

Radiation ultravioleta, Cap. 16, 665-666, 
676 

dano de DNA por, Cap. 13,562, 566- 
567PH, 567,568 

Reaction inmunitaria, Cap. 17, 693-724 
adquirida (adaptativa), Cap. 17, 695, 
696-697,701-702 


Reaction inmunitariainnata, Cap. 17, 
694-696,696f 

Rechazo de injerto, Cap. 17, 710 
Rechazo de trasplante, Cap. 17, 710, 

715 

Respuesta autoinmunitaria, Cap. 17, 
720PH 

Respuesta inmunitaria adquirida 

(adaptativa), Cap. 17, 695, 696- 
697, 701-702 

Respuesta secundaria de anticuerpo 
(inmunorreaccion secundaria), 

Cap. 17, 704, 704f, 708-709 
Retinoblastoma, Cap. 16,672c, 673-675, 
673f 

Retrovirus (virus tumoral de RNA), 

Cap. 16,665,670, 679, 

687-690VE 

Rinones: 

enfermedad poliquistica renal, Cap. 9, 
350PH 

zonas de oclusion, Cap. 7,265 

RNA de interferencia, aplicaciones 
clinicas, Cap. 11, 461-462PH 

Sarcoma de Kaposi, Cap. 15, 624PH, 
Cap. 16, 666 

SARS (sindrome respiratorio agudo 
grave), Cap. 11, 462PH 
Sida (sindrome de inmunodeficiencia 
adquirida): 

y linfocitos T colaboradores, Cap. 17, 
703,710-711 
resistencia, Cap. 10,420 
farmacorresistencia, Cap. 3,107PH 
tratamientos, Cap. 11, 461-462PH 
Sildenafilo, Cap. 15, 653 
Sindrome de cromosomaX fragil, 

Cap. 10,406PH, 407PHf 
Sindrome de Down (trisomia 21), 

Cap. 14,606-607PH, 606PHf 
Sindrome de inmunodeficiencia 
adquirida. Vease Sida 
Sindrome de Kartagener, Cap. 9,350PH 
Sindrome de Zellweger (ZS), Cap. 5, 
210PH 

Sindrome respiratorio agudo grave 
(SARS), Cap. 11,462PH 
Sistema inmunitario, Cap. 17, 693-694, 
694f 

y cancer, Cap. 17,693, 696,704, 707f, 
717 

resumen, Cap. 17, 694-697 
recursos disponibles, Cap. 17, 694 

Sistema nervioso central, trastornos, 

Cap. 5,210PH, Cap. 10, 405- 
406PH, Cap. 16,672c 

Sordera, y mutaciones de la miosina, 

Cap. 9,367f, 368 
Suero, Cap. 16,664 

Tabaquismo, Cap. 4,172VEnp, Cap. 16, 

666 


Teoria de la selection clonal, Cap. 17, 
697-701,698f 

Terapia de remplazo celular, Cap. 1,18- 
20PH 

Terapia de remplazo enzimatico, Cap. 8, 
310PH 

Terapia genica, Cap. 16,670-682 
Testosterona, Cap. 15, 624PH, 628c, 654 
Timo, Cap. 17,697, 698f, 714, 715-716, 
718PH 

Tolerancia inmunitaria (hacia “lo 
propio”), Cap. 17, 699-700 
Trastornos del hablay el lenguaje, Cap. 
10,417 

Trastuzumab, Cap. 16, 682-683 
Tuberculosis, Cap. 8, 318 
Tumores: 

benignos, Cap. 16, 667-668 
genes supresores tumorales, Cap. 16, 
670, 671f, 672, 672c, 673,675-679, 
681 

virus, Cap. 16, 665,670, 679,687- 
690VE 

Tumores benignos, Cap. 16, 667-668 
Tumores encefalicos, Cap. 16, 680, 685 

Vacunacion, Cap. 17, 700-701 
Vacunas de refuerzo, Cap. 17, 701 
Veneno de serpiente, Cap. 3,104 
V1H (virus de la inmunodeficiencia 
humana), Cap. 1,22-23,22f 
y analisis genetico, Cap. 10,420PH 
y linfocitos T colaboradores, Cap. 17, 
703 

Virus, Cap. 1,21-25 

inmunorreacciones adquiridas a, Cap. 
17,695f, 696 

y cancer, Cap. 16,665, 670, 679,687- 
690VE 

inmunorreacciones innatas a, Cap. 17, 
696-697,697f 

interaction con moleculas del complejo 
mayor de histocompatibilidad 
(MHC), Cap. 17,713-714,713f, 
714f 

interacciones con linfocitos T, Cap. 17, 
701, 713-714, 714f 
y oncogenes, Cap. 16,679-680 
provirus, Cap. 16, 687VE 
resistencia a, e interferon, Cap. 17, 

695f, 696,718 

transmision vertical, Cap. 16, 687VE 

Virus de Epstein-Barr, 16, 666, 680 
Virus de la gripe aviar, Cap. 1, 23 
Virus del herpes, Cap. 11, 462PH, Cap. 
16,665-666 

Virus del papiloma humano (HPV), 

Cap. 16,666,675 
Virus tipo herpes, Cap. 16, 665 
Vitamina C, deficiencia, Cap. 7, 243 

Xerodermia pigmentosa (XP), Cap. 13, 
566-567PH, 566PHf, 567 


Glosario 


En esta seccion se definen muchos terminos y conceptos clave. Los mimeros que figuran entre parentesis despues de 
la mayoria de las definiciones se refieren al capi'tulo y la seccion en los cuales se define el termino por primera vez. Por 
ejemplo, un concepto seguido de (3.2) se define primero en el capi'tulo 3, seccion 2: “Enzimas”. Las palabras definidas en 
las secciones Perspective! humana o Vi'as experimentales aparecen con las letras PH o VE entre parentesis. Asi, un termino 
seguido por (VE1) se define primero en Vi'as experimentales del capi'tulo 1. 


Aceites: grasas que son liquidas a tempe- 
ratura ambiente. (2.5) 

Aceptor primario de electrones: molecula 
que recibe los electrones fotoexcitados 
de los pigmentos del centra de reac- 
cion en los dos fotosistemas. (6.4) 
Acetil-CoA: intermediario metabolico 
generado a traves del catabolismo de 
muchos compuestos, incluidos los 
acidos grasos, y utilizado como sustrato 
inicial para la via respiratoria central, el 
ciclo del acido tricarboxifico (TCA). 
(5.2) 

Acetiltransferasas de histonas (HAT): 

enzimas que transfieren grupos acetilo 
a residuos lisina y arginina de histonas 
centrales. La acetilacion de histonas se 
vincula con la activacion de la trans- 
cripcion. (12.2,12.4) 

Acido: molecula que es capaz de donar un 
ion hidrogeno. (2.3) 

Acido conjugado: forma pareada creada 
cuando una base acepta un proton en 
una reaction acidobasica. (2.3) 

Acido desoxirribonucleico (DNA): acido 
nucleico bicatenario formado por dos 
cadenas polimericas de nucleotidos que 
contienen desoxirribosa. El DNA 
(2.5), que es el material genetico de 
todos los organismos celulares, puede 
experimentar la duplicacion de DNA 
(13) y producirse en grandes cantida- 
des de un segmento especifico, como 
en la clonacion de DNA (18.12). El 
DNA tambien puede reunirse en 
poblaciones de fragmentos que repre- 
sentan la totalidad del genoma de un 
organismo, como en una genoteca de 
DNA. (18.3) 

Acido ribonucleico (RNA): acido nuclei¬ 
co monocatenario formado por una 
cadena polimerica de nucleotidos que 
contienen ribosa. (2.5) 

Acidos grasos: hidrocarburos largos sin 
ramificaciones con un grupo de acido 
carboxilico en un extremo. (2.5) 

Acidos grasos no saturados: aquellos que 
tienen uno o mas enlaces dobles entre 
los atomos de carbono. (2.5) 

Acidos grasos saturados: aquellos que 
tienen solo enlaces sencillos entre los 
carbonos. (2.5) 

Acidos nucleicos: polimeros compuestos 
de nucleotidos, que en los organismos 
vivos se basan en uno de dos azucares 
(ribosa o desoxirribosa), lo que da lugar 


a los terminos acido ribonucleico 
(RNA) y acido desoxirribonucleico 
(DNA). (2.5) 

Acoplamiento excitacion-contraccion: 

los pasos que vinculan la reception de 
un impulso nervioso, en la membrana 
plasmatica muscular, con el acorta- 
miento de las sarcomeras dentro de la 
fibra muscular. (9.6) 

Actina: proteina estructural globular que 
se polimeriza para formar filamentos 
helicoidales flexibles capaces de inter- 
actuar con miosina. Los filamentos de 
actina dan soporte mecanico a las 
celulas eucariotas, determinan la forma 
de la celula y permiten los movimien- 
tos celulares. (9.5) 

Actividad especifica: relation de la canti- 
dad de una proteina de interes respecto 
de la cantidad total de proteina presen¬ 
te en una muestra; se emplea como 
medida de purification. (18.7) 
Adaptadores: complejos de proteinas que 
cubren la cara citosolica de las mem- 
branas vesiculares de clatrina de la 
membrana plasmatica y la red trans del 
aparato de Golgi. (8.4) 

Adhesiones focales (contactos focales): 
estructuras adhesivas caracteristicas de 
las celulas en cultivo que se pegan a la 
superficie de una caja de cultivo. La 
membrana plasmatica en la region de la 
adhesion focal contiene agrupaciones 
de integrinas que conectan la matriz 
extracelular que cubre la caja de cultivo 
con el sistema de microfilamentos que 
posee actina del citoesqueleto. (7.2) 
Aerobios: organismos que dependen de la 
presencia de oxigeno para utilizar com¬ 
puestos ricos en energia. (5.1) 

Agente oxidante: sustancia en una reac- 
cion redox que se reduce y da lugar a 
que otra se oxide. (3.3) 

Agentes reductores: sustancias de una 
reaccion redox que se oxidan, lo que da 
lugar a que otras sustancias se reduz- 
can.(3.3) 

Aisladores: secuencias limitrofe especiali- 
zadas que “cercan” un promotor y su 
intensificador respecto de otras ele- 
mentos promotor-intensificador. 

Segun un modelo, las secuencias aisla- 
doras se unen a proteinas de la matriz 
nuclear. (12.4) 

Ajuste inducido: cambio de conforma- 
cion en una enzima despues de que el 


sustrato se ha unido; permite que la 
reaccion quimica proceda. (3.2) 

Alelos: formas alternativas de un mismo 
gen. (10.1) 

Almidon: mezcla de dos polimeros de 
glucosa, amilosa y amilopectina, que 
sirven como energia quimica disponi- 
ble en la mayoria de las celulas de 
plantas. (2.5) 

Aminoacidos: unidades monomericas de 
proteinas, cada una compuesta por tres 
grupos funcionales unidos a una region 
central, un carbono: un grupo amino, 
una cadena lateral definida y un grupo 
carboxilo. (2.5) 

Amortiguadores: compuestos que pueden 
interactuar con el hidrogeno fibre o los 
iones hidroxilo y minimizar el cambio 
del pH. (2.3) 

Anaerobios: organismos que utilizan 

compuestos ricos en energia a traves de 
una via metabolica independiente del 
oxigeno, como la glucolisis y la fer- 
mentacion. (5.1) 

Anafase: el estado de la mitosis durante el 
cual las cromatides hijas se separan 
entre si. (14.2) 

Anafase A: el movimiento de los cromo- 
somas hacia los polos durante la mito¬ 
sis. (14.2) 

Anafase B: elongacion del huso mitotico 
que lleva a la separacion de los dos 
polos. (14.2) 

Analisis de composicion de base: deter- 
minacion de la cantidad relativa de 
cada base en muestras de DNA. (10.3) 

Aneuploidia: estado en el que una celula 
tiene un numero anormal de cromoso- 
mas. (16.1) 

Anfipatico: importante propiedad biolo- 
gica por la cual las moleculas poseen 
regiones hidrbfobas e hidrbfilas. (2.5, 
4.3) 

Anfoterica: propiedad estructural que 
permite a la misma molecula actuar 
como acido o base. (2.3) 

Angiogenesis: formacion de vasos sangui- 
neos nuevos. (16.4) 

Angstrom: unidad metrica equivalente a 
0.1 nm; aun se utifiza para medir las 
dimensiones atomicas y moleculares. 
(1.3) 

Animales transgenicos: aquellos animales 
manipulados por medios geneticos 
para que su cromosoma contenga 
genes ajenos. (18.13) 


G-1 




G-2 Glosario 


Anion: atomo o molecula ionizado con 
una carga neta negativa. (2.1) 

Antena: molecula que capta la luz de una 
unidad fotosintetica y atrapa fotones 
de diferentes longitudes de onda; 
transfiere la energia de excitation a una 
molecula de pigmento en el centro de 
la reaction. (6.4) 

Anticodon: una secuencia trinucleotidica 
en cada tRNA que funciona en el 
reconocimiento del codon del mRNA 
complementario. (11.7) 

Anticuerpo: una proteina globular inmu- 
nogloSulina generada por celulas plas- 
maticas, a su vez derivadas de los 
linfocitos B que interactuan con la 
superficie de algun agente patogeno o 
sustancia extrana para facilitar su des- 
truccion. (17.4) 

Anticuerpos monoclonales: preparacion 
de moleculas de anticuerpos producida 
a partir de una sola colonia (o cion) de 
celulas. (18.19) 

Antigeno: sustancia que el sistema inmu- 
nitario reconoce como extrana al orga- 
nismo. (17.2) 

Antisuero: secrecion que contiene los 
anticuerpos deseados que permanecen 
despues de la elimination de las celulas 
y factores de coagulation de la sangre 
completa expuesta a un antigeno. 
(18.19) 

Aparato de Golgi: es una red de membra- 
nas lisas organizadas en una morfolo- 
gia caracteristica e incluye cisternas 
semejantes a discos aplanados, con 
extremos dilatados, vesiculas y tubulos. 
El aparato de Golgi funciona de mane- 
ra primaria como una planta de proce- 
samiento en la cual las proteinas 
sintetizadas de nueva cuenta en el 
reti'culo endoplasmico se modifican por 
medio de vias especificas. (8.4) 

Apoptosis: un tipo de muerte celular 
(programada) en el cual la celula res- 
ponde a ciertas senales al iniciar una 
reaccion normal que lleva a la muerte 
de ella misma. La muerte por apoptosis 
se caracteriza por la compactacion de 
la celula y su nucleo, la diseccion orde- 
nada de la cromatina en piezas debido 
a la accion de una endonucleasa espe- 
cifica que actua sobre el DNA y luego 
una rapida fagocitosis de las celulas. 
(15.8) 

Artefacto: imagen observada en un 
microscopio como resultado de la 
coagulacion o precipitacion de mate- 
riales que no forman parte de la celula 
viva. (18.2) 

Aster: ordenamiento en “resplandor solar” 
de los microtubulos que rodean a cada 
centrosoma durante la profase. (14.2) 

Atomo electronegativo: atomo con la 
mayor fuerza de atraccion; el atomo 
que captura la mayoria de los electro- 
nes de un enlace covalente. (2.1) 

Atomos de cobre de la cadena de trans- 
porte de electrones: tipo de portador 


de electrones; esos atomos se localizan 
dentro de un mismo complejo protei- 
nico de la membrana mitocondrial 
interna que acepta y dona un solo elec¬ 
tron al tiempo que aquellos alternan 
entre los estados Cu ?+ y Cu 1+ . (5.3) 

Aumentador: sitio regulador del DNA 
que puede localizarse a considerable 
distancia, sea corriente arriba o 
corriente abajo del promotor regulador. 
La union de uno o mas factores trans- 
cripcionales a la secuencia aumentado- 
ra llega a incrementar en grado notable 
la velocidad de la transcripcion de un 
gen.(12.4) 

Autoanticuerpos: moleculas capaces de 
reaccionar con los tejidos del propio 
organismo. (PH17) 

Autoensamble: propiedad de las proteinas 
(u otras estructuras) para asumir las 
conformaciones correctas con base en 
el comportamiento quimico dictado 
por la secuencia aminoacidica. (2.5) 

Autofagia: destruccion de organelos y su 
remplazo durante la cual un organelo 
se rodea de una membrana que provie- 
ne del reti'culo endoplasmico. La mem¬ 
brana que rodea al organelo se fusiona 
entonces con un lisosoma. (8.6) 

Autorradiografia: tecnica para visualizar 
procesos bioquimicos y permitir a un 
investigador determinar la localization 
de materiales marcados con radiactivi- 
dad dentro de la celula. Las secciones 
de tejido contienen isotopos radiactivos 
y a estos los recubre una emulsion foto- 
grafica muy delgada, la cual se expone a 
la radiation que emana del tejido. Los 
sitios en las celulas que contienen 
radiactividad se revelan bajo el micros¬ 
copio como granulos de plata despues 
del revelado de la emulsion. (8.2,18.4) 

Autotrofo: organismo capaz de sobrevivir 
en C0 2 como principal fuente de car- 
bono. (6.9) 

Axon: prolongation conspicua individual 
del cuerpo celular que conduce impul- 
sos desde este hacia la celula o las celu¬ 
las bianco. (4.8) 

Axonema: nucleo central que contiene 
microtubulos de un cilio o flagelo. La 
mayoria de los axonemas poseen nueve 
dobletes perifericos, dos microtubulos 
centrales y numerosas estructuras acce- 
sorias. (9.3) 

Bacteriofagos: un grupo de virus que 
requieren bacterias como hospedador. 

(1.4) 

Balsas lipidicas: microdominios dentro 
de una membrana celular que poseen 
menor fluidez debido a la presencia de 
colesterol, glucolipidos y fosfob'pidos 
que contienen acidos grasos saturados 
de cadena mas larga. Ubicacion pro- 
puesta de las proteinas ancladas a GPL 

(4.5) 

Barrera con permeabilidad selectiva: 

cualquier estructura, como la membra¬ 


na plasmatica, que permite a algunas 
sustancias pasar con libertad e impide 
el paso de otras. (4.1) 

Base: cualquier molecula capaz de aceptar 
un ion hidrogeno. (2.3) 

Base conjugada: forma pareada creada 
cuando un acido pierde un proton en 
una reaction acidobasica. (2.3) 

Bicapa lipidica: formada por aquellos 
fosfolipidos autoensamblados en una 
estructura bimolecular basada en inter¬ 
actions hidrofobas e hidrofilas; tiene 
importancia biologica como nucleo de 
la organization de las membranas 
celulares. (4.2) 

Bioenergetica: estudio de los diferentes 
tipos de transformation de energia que 
ocurren en los organismos vivos. (3.1) 
Bivalente (tetrada): complejos formados 
durante la meiosis por un par de cro- 
mosomas homologos en sinapsis. 

(14.3) 

Bloqueo genico: bloqueo obtenido como 
resultado de procedimientos experi- 
mentales, en los cuales se pierde un gen 
funcional que en condiciones normales 
deberia tener. (18.18) 

Bomba de sodio-potasio (ATPasa de 
Na + /K + ): proteina de transporte que 
utiliza ATP como fuente de energia 
para transportar iones de sodio y pota- 
sio; el resultado es que cada cambio 
conformational transporta tres iones de 
sodio fuera de la celula y dos iones 
de potasio hacia dentro de ella. (4.7) 
Cadena adelantada: cadena de DNA hija 
resintetizada de manera continua; se 
conoce asi debido a que su sintesis es 
continua, como parte de los avances de 
la horquilla de replication. (13.1) 
Cadena beta ()3): estructura secundaria de 
un polipeptido en la cual el esqueleto 
de la cadena adopta un plegamiento 
conformational. (2.5) 

Cadena lateral: el grupo principal que 
define la funcion de un aminoacido; 
puede extenderse desde un solo hidro- 
geno hasta unidades complejas polares 
o apolares en los 20 aminoacidos 
encontrados con mas frecuencia en las 
celulas. (2.5) 

Cadena ligera: la mas pequena de los dos 
tipos de cadenas polipeptidicas de un 
anticuerpo; tiene una masa molecular 
de 23 kDa. (17.4) 

Cadena polipeptidica: polimero largo 
continuo formado por la union de 
aminoacidos uno tras otro mediante 
enlaces peptidicos covalentes. (2.5) 
Cadena retrasada: cadena del DNA hija 
resintetizada de manera discontinua; se 
llama asi porque el initio de cada frag- 
mento debe esperar a que las cadenas 
parentales se separen y expongan mol- 
des adicionales. (13.1) 

Cadenas pesadas: uno de los dos tipos de 
cadenas polipeptidicas de un anticuer¬ 
po, por lo general con una masa mole¬ 
cular de 50 a 70 kDa. (17.4) 


Glosario G-3 


Cadena de transporte de electrones o 
cadena respiratoria: acarreadores de 
electrones embebidos en la membrana 
que aceptan electrones de alta energi'a y 
disminuyen de manera secuencial el 
estado energetico de los electrones a 
medida que migran a traves de la cade¬ 
na; el resultado neto es la captura de 
energi'a para su utilizacion en la smtesis 
de ATP u otras moleculas que almace- 
nan energi'a. (5.3) 

Caderinas: familia de glucoproteinas 
relacionadas que median la adhesion 
celular dependiente de Ca 2+ . (7.3) 
Calmodulina: protei'na pequena, que sirve 
de union al calcio sumamente distri- 
buida; cada molecula de calmodulina 
contiene cuatro sitios de union para 
calcio. (15.5) 

Cambio conformacional: movimiento 
predecible dentro de una protei'na que 
se relaciona con su actividad biologica. 

(2.5) 

Cambio de energia libre (AG): cambio 
ocurrido durante un proceso en la 
cantidad de energi'a disponible para 
efectuar trabajo. (3.1) 

Cambio de entalpia (AH): cambio obser- 
vado durante un proceso en el conteni- 
do de energi'a total de un sistema. (3.1) 
Canal controlado: canal ionico que puede 
cambiar de conformation entre una 
forma abierta a su ion soluto y otra 
cerrada a este; dichos canales pueden 
ser controlados por voltaje o por ligan- 
do, dependiendo de la naturaleza del 
proceso que induce el cambio de con¬ 
formacion. (4.7) 

Canal ionico: estructura transmembrano- 
sa (p. ej., una protei'na integral con un 
poro acuoso) permeable a un ion espe- 
cifico o diferentes iones. (4.7) 
Carabinas moleculares: diversas familias 
de proteinas con la funcion de ayudar 
al ensamblaje de proteinas al impedir 
interacciones indeseables. (VE2) 
Carbohidratos: moleculas organicas que 
incluyen azucares simples (sacaridos) y 
polimeros de polisacaridos que sirven 
como almacen de energi'a y componen- 
tes estructurales de la celula. (2.5) 
Cariotipo: imagen en la cual los cromoso- 
mas homologos pareados se ordenan 
de acuerdo con su tamano en forma 
decreciente. (12.1) 

Cascada de Ras-cinasa de MAP: cascada 
que se activa en respuesta a una amplia 
variedad de senates extracelulares y que 
tiene un cometido clave en la regulacion 
de actividades vitales como la prolifera- 
cion celular y la diferenciacion. (15.4) 
Caspasas: familia de proteasas de cisteina 
que se activan en una etapa temprana 
de la apoptosis y se encargan de los 
sucesos de degradacion observados 
durante la muerte celular. (15.8) 
Casquete de metilguanosina: modifica- 
cion del 5' terminal de un precursor de 
la molecula de mRNA, de tal modo 


que la guanosina terminal “invertida” se 
metila en la posicion 1’ en la base de 
guanina, mientras que el nucleotido en 
el lado interno del puente de trifosfato 
lo hace en la posicion 2' de la ribosa. 
Este casquete previene que las nuclea- 
sas digieran el extremo 5' del mRNA, 
ayuda en el transporte del mRNA 
fuera del nucleo y tiene una funcion 
importante en el inicio de la traduccion 
del mRNA. (11.4) 

Cation: atomo o molecula ionizado con 
una carga neta positiva. (2.1) 

Celula asesina natural: tipo de linfocito 
que realiza un ataque inespecifico a 
una celula hospedadora infectada y 
genera la apoptosis. (17.1) 

Celulas madre hematopoyeticas (HSC): 
celulas localizadas principalmente en la 
medula osea, capaces de autorrenovarse 
y de dar origen a todos los tipos de 
celulas sanguineas. (PHI, 17.1) 

Celulas madre: celulas situadas en dife¬ 
rentes tejidos del organismo que cons- 
tituyen una poblacion de reserva capaz 
de dar lugar a diferentes celulas en ese 
tejido. Las celulas madre pueden defi- 
nirse como celulas indiferenciadas, que 
son capaces de: 1) autorrenovarse, es 
decir, producen celulas semejantes a 
estas celulas madre, y 2) diferenciarse 
en dos o mas tipos celulares maduros. 
(PHI) 

Celulas plasmaticas: celulas diferen- 
ciadas que se desarrollan a partir de 
linfocitos B que sintetizan y secretan 
gran cantidad de anticuerpos sangui- 
neos. (17.2) 

Celulas presentadoras de antigeno 
(APC): celulas que presentan porcio- 
nes de protei'na antigenica en su super- 
ficie. Los fragmentos derivan de la 
proteolisis de antigenos mucho mas 
grandes. Los peptidos antigenicos se 
presentan en conjunto con las molecu¬ 
las del CMH. Cualquier celula en el 
cuerpo puede funcionar como una 
APC al presentar los peptidos en com- 
binacion con las moleculas de clase I 
del CMH, que proveen un mecanismo 
para la destruccion de las celulas infec- 
tadas. En contraste, los macrofagos, las 
celulas dendriticas y las celulas B se 
conocen como APC “profesionales” 
debido a que funcionan al ingerir 
materiales, procesarlos y presentarlos a 
las celulas T colaboradoras en combi- 
nacion con las moleculas de clase II del 
CMH. (17.4) 

Celulas procariotas: celulas bacterianas 
simples, desde el punto de vista estruc- 
tural, que no tienen organelos limita- 
dos por membranas; procede del griego 
pro-karyon , esto es, “antes del nucleo”. 

(1.3) 

Celulas somaticas: todas aquellas celulas 
del cuerpo, con excepcion de las celulas 
de la linea germinal (p. ej., aquellas que 
pueden originar a los gametos). 


Celulosa: poh'mero de glucosa no ramifi- 
cada con enlaces (3 (1 —> 4) que tien- 
den a agregarse en una formacion 
semejante a cables; sirve como el ele- 
mento estructural principal de las 
paredes celulares de los vegetales. (2.5) 
Centrifugation diferencial: tecnica usada 
para aislar en gran cantidad un organe- 
lo en particular, basada en el principio 
segun el cual mientras sean mas densas 
que el medio circundante, las particulas 
de diferente tamano y forma viajan 
hacia la parte inferior del tubo de la 
centrifuga a distintas velocidades cuan- 
do se colocan en un campo de centri- 
fugacion. (18.6) 

Centriolos: estructuras cih'ndricas de unos 
0.2 |Tm de ancho y dos veces mas de 
largo que contienen nueve fibrillas 
espaciadas; cada una de estas aparece 
en una parte seccionada como una 
banda de tres microtubulos. Los cen¬ 
triolos siempre se encuentran en pares 
y los miembros se hallan en angulos 
rectos el uno respecto del otro. (9.3) 
Centro de reaccion de la clorofila: la 
molecula unica de clorofila de varios 
cientos de unidades fotosinteticas que 
es capaz de transferir electrones a un 
aceptor de estos. (6.4) 

Centromero: indentacion marcada en un 
cromosoma mitotico que sirve como el 
sitio de la formacion del cinetocoro. 
( 12 . 1 ) 

Centros organizadores de microtubulos: 

variedad de estructuras especializadas 
que, en virtud de su funcion en el ini¬ 
cio de la formacion de microtubulos, se 
conocen como centros organizadores 
de microtubulos. (9.3) 

Centrosoma: estructura compleja que 
contiene dos centriolos en forma de 
barras rodeadas por material pericen- 
triolar electrodenso y amorfo donde 
estan centrados los microtubulos. (9.3) 
Chaperonas: proteinas que se unen a otros 
polipeptidos, previenen su agregacion y 
promueven su ensamble o plegamiento 
en proteinas multimericas. (VE2) 
Chaperoninas: miembros de las chapero¬ 
nas de la clase Hsp60, por ejemplo, 
GroEL, que forman complejos cilin- 
dricos de 14 subunidades dentro de los 
cuales se realiza el plegamiento de los 
polipeptidos. (VE2) 

Cianobacterias: en terminos evolutivos, 
procariotas importantes y complejos a 
nivel estructural que poseen membra¬ 
nas fotosinteticas citoplasmicas. (1.3) 
Ciclo celular: estado a traves del cual una 
celula pasa de una division celular a 
otra. (14.1) 

Ciclo de Calvin (o ciclo de Calvin- 
Benson): via para la conversion de 
C0 2 en carbohidrato; ocurre en ciano¬ 
bacterias y en todas las celulas fotosin¬ 
teticas eucariotas. (6.6) 

Ciclo del acido tricarboxilico: la via 
metabolica circular que oxida la acetil- 
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CoA, con conservation de su energi'a; 
el ciclo tambien se conoce como ciclo 
de Krebs o ciclo del acido cltrico. (5.2) 
Cilio primario: un solo cilio no movil 
(presente en muchos tipos celulares en 
vertebrados) que al parecer tiene una 
funcion sensorial. (PH9) 

Cilios: organelos moviles parecidos a pelos 
que se proyectan desde la superficie de 
diversas celulas eucarioticas. Los cilios 
tienden a existir en grandes cantidades 
en la superficie de una celula. (9.3) 
Cinasa de proteina: enzima que transfiere 
grupos fosfato a otras proteinas, a 
menudo con el efecto de regular la 
actividad de la otra proteina. (3.3) 
Cinasas dependientes de ciclinas (Cdk): 
enzimas que controlan el avance de las 
celulas a traves del ciclo celular. (14.1) 
Cinesina: proteina motora grande que 
crece hacia el extremo que mueve las 
vesiculas membranosas y otros organe¬ 
los a lo largo de los microtubulos en el 
citoplasma. La cinesina es un miembro 
de la familia de las proteinas semejan- 
tes a cinesina. (9.3) 

Cinetocoro: estructura semejante a un 
plato situada en la superficie externa 
del centromero a la que se unen los 
microtubulos del asa cromatica. (14.2) 
Cisterna medial-, cisterna del aparato de 
Golgi entre las cisternas cis y tram. 

(8.4) 

Cisterna trans: la cisterna del aparato de 
Golgi mas alejada del reticulo endo- 
plasmico. (8.4) 

Cisternas cis: cisternas del aparato de 
Golgi muy cercanas al reticulo endo- 
plasmico. (8.4) 

Citocinas: proteinas secretadas por las 
celulas del sistema inmunitario que 
modifican el comportamiento de otras 
celulas del mismo sistema. (17.3) 
Citocinesis: parte del ciclo celular duran¬ 
te el cual la division fisica de la celula 
genera dos celulas hijas. (14.2) 
Citocromos: tipo de acarreadores de elec- 
trones en el cual una proteina se une al 
grupo hem. (5.3) 

Citoesqueleto: red interactiva y elaborada 
compuesta por tres estructuras fila- 
mentosas bien definidas: microtubulos, 
microfilamentos y filamentos interme- 
dios. Estos elementos funcionan como 
a) apoyo estructural; b) una red interna 
encargada de la position de diferentes 
organelos en el interior de la celula; c) 
parte de una maquinaria requerida para 
el movimiento de materiales y organe¬ 
los dentro de las celulas; d) elementos 
que generan fuerza para el movimiento 
de las celulas de un lugar a otro; e) 
sitios de fijacidn de RNA mensajeros y 
facilitation de su traduction a polipep- 
tidos, y f) transductores de senales para 
transmitir information de la membra- 
na celular al interior de la celula. (9) 
Citosol: region de contenido b'quido del 
citoplasma fuera de los organelos 


membranosos de una celula eucariota. 
(L3) 

Clorofila: es el pigmento fotosintetico mas 
importante que absorbe la luz. (6.3) 
Cloroplasto: organelo citoplasmico espe- 
cializado que va unido a la membrana 
y que es el sitio principal de la fotosin- 
tesis en las celulas eucariotas. (6.1) 
Coactivadores: intermediarios que ayu- 
dan a los factores de transcription fijos 
a estimular el initio de la transcription 
en el promotor central. (12.4) 

Codigo de histona: concepto segun el 
cual el estado y la actividad de una 
region en particular de la cromatina 
dependen de las modificaciones cova- 
lentes y especificas o combination de 
modificaciones de las colas de histonas 
del nucleosoma en esta region. Las 
modificaciones se crean por action de 
enzimas que acetilan, metilan y fosfori- 
lan diferentes aminoacidos dentro de 
los nucleos de histona. (12.1) 

Codigo genetico: forma en que las 
secuencias nucleotidicas del DNA 
codifican la information para elaborar 
un producto proteico. (11.6) 

Codon de inicio: triplete AUG, el sitio en 
el cual el ribosoma se une al mRNA 
para asegurar que el ribosoma este en 
un marco de lectura adecuado para leer 
con propiedad el mensaje completo. 
( 11 . 8 ) 

Codones: secuencias de tres nucleotidos 
(tripletes nucleotidicos) que codifican 
los aminoacidos. (11.6) 

Codones de terminacion: tres de los 64 
codones trinucleotidicos posibles cuya 
funcion es cesar el ensamble polipepti- 
dico. (11.6) 

Coeficiente de particion: relation de 
solubilidad de un soluto en aceite o 
agua; esta cuantificacion es la medida 
relativa de polaridad de una sustancia 
biologica. (4.7) 

Coenzima: componente organico, no 
proteinico, de una enzima. (3.2) 
Cofactor: componente no proteinico de 
una enzima (puede ser inorganico u 
organico). (3.2) 

Cohesina: complejo multiproteinico que 
mantiene juntas las cromatides dupli- 
cadas entre si hasta que se separan 
durante la division celular. (14.2) 

Cola de poli(A): fragmento de residuos 
de adenosinas en el extremo 3' de un 
mRNA que se agrega de manera pos- 
transcripcional. (11.4) 

Colagenas: familia de glucoproteinas 
fibrosas conocidas por su gran fuerza 
de tension que funcionan de manera 
exclusiva como parte de la matriz 
extracelular. (7.1) 

Colesterol: compuesto encontrado en 
celulas animales que puede constituir 
mas de la mitad de los lipidos de la 
membrana plasmatica, con la propor¬ 
tion relativa en cualquier membrana y 
afectacion de su fluidez. (4.3) 


Compactacion cromosomica: proceso en 
el cual una celula convierte sus cromo- 
somas en estructuras mas cortas y 
gruesas capaces de segregarse durante 
la mitosis o la meiosis. (14.2) 

Complejo de cosecha ligera II: complejo 
de proteina-pigmento localizado fuera 
del fotosistema; contiene la mayoria de 
los pigmentos antena que colectan la 
luz para el fotosistema II. Este ultimo 
puede tambien vincularse con el foto¬ 
sistema I. (6.4) 

Complejo de poro nuclear: complicado 
aparato en forma de red de basquetbol 
que llena el poro nuclear como una 
tapa y protege la salida hacia el cito¬ 
plasma y el nucleoplasma. (12.1) 
Complejo de preinicio: relation ensam- 
blada de los factores generates de 
transcription y la polimerasa de RNA; 
es necesaria antes de que inicie la 
transcription del gen. (11.4) 

Complejos de remodelacion de la croma¬ 
tina: complejos de proteinas formados 
por multisubunidades, que usan la 
energi'a liberada por la hidrolisis de 
ATP para alterar la estructura de la 
cromatina y permitir la union de los 
factores transcripcionales en los puntos 
reguladores en el DNA. (12.4) 
Complejo de union de exones (EJC): 
complejo de proteinas que se deposita 
en el transcrito 20 a 34 nucleotidos 
corriente arriba de la union exon-exon 
recien formada. Este conglomerado de 
proteinas permanece con el mRNA 
hasta que se traduce. (11.8) 

Complejo del sinaptonema: estructura 
semejante a una escalera compuesta 
por tres barras paralelas con muchas 
fibras cruzadas. Los sinaptonemas 
mantienen cada par de cromosomas 
homologos en una position apropiada 
para permitir la continuation de la 
recombination genetica entre las cade- 
nas de DNA. (14.3) 

Complejo enzima-sustrato: relation 
fisica entre una enzima y su(s) 
sustrato(s) durante la cual se lleva a 
cabo la catalisis de la reaction. (3.2) 
Complejo mayor de histocompatibilidad 
(MHC): region del genoma que codi- 
fica las proteinas del MHC. Los genes 
que codifican estas proteinas son muy 
polimorficos y los representa un gran 
numero de alelos diferentes. Estas 
diferencias geneticas entre seres huma- 
nos son importantes para la proclividad 
de una persona a rechazar un trasplan- 
te de otro individuo que no sea de un 
gemelo identico. (17.4) 

Complejo multiproteinico: interaction 
de mas de una proteina completa para 
formar un complejo funcional mas 
grande. (2.5) 

Complementariedad: relation entre la 
secuencia de bases en las dos cadenas 
de doble helice del DNA. Las restric- 
ciones estructurales en la configuration 
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de las bases limitan la union de los dos 
pares: adenina-timina y guanina-cito- 
sina. (10.2) 

Complemento: sistema de proteinas del 
plasma sangm'neo que actua como 
parte del sistema inmunitario innato 
para destruir microorganismos que 
invaden de forma directa (al tornar 
porosa la membrana plasmatica) o 
indirecta (al hacer susceptible el orga- 
nismo a la fagocitosis). (17.1) 
Compuestos bioquimicos: compuestos 
sintetizados por organismos vivos. (2.4) 
Conduction saltatoria: propagation de un 
impulso nervioso cuando un potential 
de action desencadena otro en el seg- 
mento adyacente de la membrana (p. 
ej., la propagation que da lugar a que el 
potential de action brinque de un 
nodulo de Ranvier al siguiente). (4.8) 
Conductancia: movimiento de pequenos 
iones a traves de las membranas. (4.7) 
Conexon: complejo de multisubunidad de 
una union comunicante formado en 
regiones dentro de la membrana plas¬ 
matica de una proteina de membrana 
integral llamada conexina. Cada 
conexon posee seis subunidades de 
conexina dispuestos alrededor de una 
abertura central (o anulo) de 1.5 nm de 
diametro. (7.5) 

Conformation: ordenamiento tridimen¬ 
sional de los atomos dentro de una 
molecula, a menudo importante para 
entender la actividad biologica de las 
proteinas y otras moleculas en la celula 
viva. (2.5) 

Congresion: movimiento de los cromoso- 
mas duplicados a la placa de metafase 
durante la prometafase de la mitosis. 
(14.2) 

Cono de crecimiento: punta distal de una 
neurona en crecimiento, que contiene 
la actividad locomotriz necesaria para la 
prolongation axonal. (9.7) 

Constante de equilibrio de una reaction 
(KJ-. relation de concentraciones de 
producto a las concentraciones de 
reactante cuando una reaction esta en 
equilibrio. (3.1) 

Constante de Michaelis (K M ): en cinetica 
enzimatica, el valor igual a la concen¬ 
tration de sustrato presente cuando la 
velocidad de reaction es la mitad de 
la velocidad maxima. (3.2) 
Constitutiva: aquella que ocurre de una 
manera continua y sin ninguna regula¬ 
tion. Puede relacionarse con un proce- 
so normal, como la secretion 
constitutiva, o ser el resultado de una 
mutation que lleva a una interruption 
de la regulation, la cual causa una 
actividad continua como la activation 
constitutiva de una via de serialization. 
Contraste: diferencia de aspecto entre las 
partes adyacentes de un objeto o un 
objeto y su fondo. (18.1) 

Control a nivel de la traduction: deter- 
mina cuando un mRNA en particular 


se traduce y, si es asi, con que frecuen- 
cia y durante cuanto tiempo. (12.6) 
Control a nivel del procesamiento: 
determination de la via por medio de 
la cual una transcription primaria de 
RNA se procesa en un RNA mensaje- 
ro que puede traducirse en un polipep- 
tido. (12.4) 

Control a nivel transcripcional: determi- 
na cuando un gen particular se debe 
someter a transcription y, si es asi, con 
que frecuencia. (12.4) 

Control cualitativo: diferentes mecanis- 
mos celulares que aseguran que las 
proteinas y acidos nucleicos sintetiza¬ 
dos tengan estructuras apropiadas. Por 
ejemplo, las proteinas mal plegadas se 
translocan fuera del reticulo endoplas- 
mico y las destruyen proteosomas en el 
citosol; los mRNA que contienen 
codones de termination prematura se 
reconocen y destruyen y los DNA que 
poseen alteraciones (lesiones) tambien 
se reconocen y reparan. (p. ej., 8.3) 
Cotransporte: proceso que acopla el 
movimiento de dos solutos a traves de 
una membrana; se denomina simporte 
si los dos solutos se mueven en la mis- 
ma direction y antiporte si lo hacen en 
sentidos opuestos. (4.7) 

Crestas: los multiples plegamientos pro- 
fundos que son caracteristicos de la 
membrana mitocondrial interna, que 
contiene la maquinaria molecular de la 
fosforilacion oxidativa. (5.1) 
Cristalografia de rayos X (diffaccion de 
rayos X): tecnica en la cual se bombar- 
dean cristales de una proteina con un 
haz delgado de rayos X de una sola 
longitud de onda (haz monocromati- 
co). La radiation que los electrones de 
los atomos de la proteina dispersan 
(difractan) incide en una placa foto- 
grafica u otro sensor. El patron de 
difraccion producido por el cristal es 
determinado por la estructura interna 
de la proteina. (2.5,18.8) 

Cromatides: miembros de los cromoso- 
mas mitoticos con forma de bastones 
apareados que en su conjunto repre- 
sentan los cromosomas duplicados 
formados durante la replication en una 
interfase previa. (14.2) 

Cromatina: material nucleoproteinico 
complejo que constituye los cromoso¬ 
mas de los eucariotas. (1.3) 
Cromatografia: termino empleado para 
aludir a una amplia variedad de tecni- 
cas en las cuales se fracciona una mez- 
cla de compuestos disolventes a traves 
de algun tipo de matriz inmovil. (18.7) 
Cromatografia de afinidad: tecnica de 
purification de proteinas que emplea 
las propiedades estructurales particula- 
res de una proteina para permitir que 
la molecula se seleccione de forma 
especifica a partir de una solution 
mientras las otras moleculas permane- 
cen en solution. La solution se pasa a 


traves de una columna en la cual una 
molecula interactua de manera especi¬ 
fica (p. ej., sustrato, ligando o antigeno) 
y se inmoviliza por la union a un mate¬ 
rial inerte (la matriz). (18.7) 
Cromatografia de intercambio ionico: 
tecnica para purificar proteinas en la 
cual la carga ionica se emplea para 
separar diferentes proteinas. (18.7) 
Cromatografia liquida de alta resolution 
(HPLC): tipo de cromatografia de alta 
resolution en la cual se utilizan colum- 
nas estrechas y largas; la fase movil se 
fuerza a traves de una matriz muy 
empaquetada bajo alta presion. (18.7) 
Cromosomas: estructuras en forma de 
madejas constituidas por el DNA 
nuclear de las celulas eucariotas y que 
son los portadores de la information 
genetica. (10.1) 

Cromosomas artificiales bacterianos 
(BAC): vectores de donation capaces 
de aceptar fragmentos de DNA extra- 
no que pueden clonarse en bacterias. 
Consisten en un plasmido F con un 
origen de replication y genes requeri- 
dos para regular la replication. Los 
BAC han tenido una funcion esencial 
en la secuencia del genoma. (18.16) 
Cromosomas artificiales de levaduras: 
elementos de donation para portar 
information genetica que son versiones 
artificiales de cromosomas de levaduras 
normales. Contienen todos los elemen¬ 
tos de un cromosoma de levadura 
necesarios para que la estructura se 
replique durante la fase S y segregue a 
las celulas hijas durante la mitosis, 
junto con un gen cuyo producto codifi- 
cado permite a estas celulas que el 
YAC se seleccione respecto de aquellas 
que les falta el elemento y el fragmento 
de DNA a clonar. (18.16) 
Cromosomas homologos: cromosomas 
pareados de cdulas diploides; cada uno 
lleva una de dos copias del material 
genetico portado por el cromosoma. 
( 10 . 1 ) 

Cromosomas politenicos: cromosomas 
gigantes de insectos que contienen 
cadenas de DNA duplicadas, perfecta- 
mente alineadas, con tantas como 
1 024 veces el numero de cadenas de 
DNA de cromosomas normales. (10.1) 
Cuerpo basal: estructura situada en la 
base de un cilio o flagelo la cual genera 
sus microtubulos externos. Los cuerpos 
basales tienen estructura identica a los 
centriolos. Cada uno puede dar origen 
al otro. (9.3) 

Cultivo celular: tecnica utilizada para 
cultivar celulas fuera del organismo. 

(18.5) 

Cultivo clonal: tipo de cultivo primario 
en el cual relativamente pocas celulas 
se agregan a la caja de cultivo, cada una 
de las cuales, despues de colocarse y 
unirse a la superficie, se aisla de sus 
celulas proximas. La proliferation de 
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las celulas genera colonias individuales, 
o clones, de celulas cuyos miembros 
derivan de la misma celula original. 

(18.5) 

Cultivo en masa: tipo de cultivo primario 
en el cual un gran numero de celulas se 
agrega al plato de cultivo, donde se 
establecen, se unen a la parte inferior y 
forman una capa de celulas relativa- 
mente uniforme. (18.5) 

Cultivo primario: cultivo de celulas obte- 
nido directamente del organismo. 

(18.5) 

Cultivo secundario: transferencia de 
celulas cultivadas a un medio de culti¬ 
vo. (18.5) 

Dalton: medida de masa molecular; equi- 
valente a una unidad de masa atomica 
(p. ej.,la masa de un atomo X H). (1.4) 
Decaimiento mediado sin sentido: meca- 
nismo de seguridad del mRNA que 
reconoce mRNA con codones de ter- 
minacion prematura (sin sentido), que 
llevan a su destruccion. (11.8) 
Delecion: aberracion cromosomica que 
ocurre cuando una porcion del cromo- 
soma se pierde. (PH 12) 

Delecion: perdida de un segmento de 
DNA por mal alineamiento de cromo- 
somas homologos durante la meiosis. 
(10.4) 

Dendritas: prolongaciones finas de los 
cuerpos celulares de la mayoria de las 
neuronas; las dendritas reciben infor- 
macion entrante desde fuentes exter- 
nas, tipicamente otras neuronas. (4.8) 
Depresiones cubiertas: dominios especia- 
lizados de la membrana plasmatica; 
sirven como puntos en que se acumu- 
lan sustancias que ingresan en una 
celula por medio de RME y se unen a 
receptores. (8.8) 

Desacetilasas de histona (HDAC): enzi- 
mas que catalizan la eliminacion de 
grupos acetilo de histonas centrales. 
Este proceso se vincula con la repre- 
sion de la transcripcion. (12.4) 
Deshidrogenasa: enzima que cataliza una 
reaccion de oxidorreduccion para 
remover un atomo de hidrogeno de un 
reactante. (3.3) 

Desmosomas (maculae adherens ): uniones 
adhesivas con forma de disco que con- 
tienen caderinas y se encuentran en 
varios tejidos, sobre todo los epitelios, 
donde se localizan en las uniones 
adherentes y basales. Las placas cito- 
plasmicas densas en la superficie inter¬ 
na de las membranas plasmaticas en 
esta region sirven como sitios de fija- 
cion para filamentos intermedios que 
se extienden hacia el citoplasma. (7.3) 
Desnaturalizacion: perdida del plega- 
miento o desorganizacion de una pro- 
teina a partir de su estado nativo. (2.5) 
Desnaturalizacion: separacion del DNA 
de doble helice en dos cadenas senci- 
llas. (10.4) 


Despolarizacion: disminucion de la dife- 
rencia de potencial electrico a traves de 
la membrana. (4.8) 

Diferencia de potencial: la diferencia de 
carga entre los dos compartimientos, a 
menudo medida como voltaje a los 
lados de la membrana. (4.7) 

Diferencia estandar de energia libre 
(A G°')\ la diferencia de energia libre 
cuando un mol de cada reactivo se 
convierte en un mol de cada producto 
bajo condiciones estandar definidas: 
temperatura de 298 K y presion de 1 
atm. (3.1) 

Diferenciacion: proceso a traves del cual 
una celula no especializada se torna 
mas compleja y especializada en 
estructura y funcion. (1.3) 

Difitsion: proceso espontaneo en el que 
una sustancia se mueve de un area de 
alta concentracion a una de baja, hasta 
alcanzar la misma concentracion en 
todas las areas. (4.7) 

Difitsion facilitada: proceso por el cual la 
velocidad de difusion normal de una 
sustancia se incrementa a traves de la 
interaction con una proteina de mem¬ 
brana especifica de sustancia. (4.7) 
Dineina: proteina motora de multisub- 
unidades, excepcionalmente grande, 
que se mueve a lo largo de los microtu- 
bulos hacia su extremo terminal. Esta 
familia de proteinas se encuentra en las 
formas de dineina citoplasmica y 
dineinas del axonema. (9.3) 

Dineina ciliar o axonemica: proteina de 
gran tamano (mas de dos millones de 
daltones) encargada de la conversion de 
la energia quimica del ATP en energia 
mecanica de la locomocion ciliar. (9.3) 
Dineina citoplasmica: proteina de gran 
tamano (peso molecular superior a un 
millon de daltones) compuesta de 
numerosas cadenas polipeptidicas. La 
molecula contiene dos cabezas globu- 
lares grandes que actuan como maqui- 
nas para generar fuerza. La evidencia 
sugiere que la dineina citoplasmica 
funciona en el movimiento de los cro- 
mosomas durante la mitosis y tambien 
como un extremo negativo del motor 
microtubular para el movimiento de 
vesiculas y organelos membranosos a 
traves del citoplasma. (9.3) 

Diploide: aquel que contiene ambos 
miembros de cada par de cromosomas 
homologos, como lo ejemplifica la 
mayoria de las celulas somaticas. Las 
celulas diploides proceden de celulas 
parentales diploides durante la mitosis. 
Se opone a haploide. (10.5,14.3) 
Division celular: proceso por el que se 
originan nuevas celulas a partir de 
otros organismos vivos. (14) 

DNA recombinante: moleculas que con- 
tienen secuencias de DNA derivadas 
de mas de una fuente. (18.13) 

Dominio PH: dominio de proteina que se 
une a los anillos de inositol fosforilado 


de los fosfoinositidos unidos a la mem¬ 
brana. (15.2) 

Dominio transmembrana: parte de una 
proteina de membrana que pasa por la 
bicapa lipidica, a menudo formada por 
aminoacidos no polares en una confor¬ 
mation de helice a. (4.4) 

Dominio: region alojada en el interior de 
una proteina que se pliega y funciona 
de una manera semiindependiente. 

(2.5) 

Dominios SH 2 : dominios con sitios de 
union de alta afinidad para “regiones 
de fosfotirosinas”. Se encuentran en 
diversas proteinas que intervienen en la 
serialization celular. (15.4) 

Duplication genica: duplication de una 
pequena portion de un cromosoma 
individual mediante un proceso de 
entrecruzamiento desigual. (10-5) 

Efector: sustancia que vincula una res- 
puesta celular con una serial. (15.1) 
Electroforesis: tecnicas de fracciona- 
miento de proteinas que dependen de 
la capacidad de las moleculas cargadas 
para migrar cuando se colocan en un 
campo electrico. (18.7) 

Electroforesis en gel de poliacrilamida: 
tecnica de fraccionamiento de protei¬ 
nas en la cual las proteinas se manipu- 
lan mediante una corriente que se 
aplica a traves del gel compuesto por 
pequenas moleculas organicas (acril- 
amida) que tienen uniones cruzadas 
para formar una malla molecular. 

(18.7) 

Electrogenico: cualquier proceso que 
contribuye de forma directa a una 
separation de carga a traves de la 
membrana. (4.7) 

Elementos de respuesta: sitios en que 
factores de transcripcion especificos se 
unen a las regiones reguladoras de un 
gen.(12.4) 

Elementos transponibles: segmentos de 
DNA que se mueven de un lugar en un 
cromosoma a un sitio por complete 
diferente, muchas veces con afectacion 
de la expresion de los genes. (10.5) 
Endocitosis: mecanismo para la captation 
de liquidos y solutos dentro de la celu¬ 
la. Se puede dividir en dos tipos: una 
fase de endocitosis completa, la cual no 
es selectiva, y la endocitosis mediada 
por receptor, que requiere union de 
moleculas de soluto como las LDL o 
transferrina a un receptor especifico de 
la superficie celular. (8.8) 
Endonucleasas de restriction (enzimas 
de restriction): nucleasas contenidas 
en las bacterias que reconocen secuen¬ 
cias nucleotidicas cortas dentro del 
DNA duplex y cortan las cadenas en 
sitios muy especificos en ambas cade¬ 
nas del duplex. (18.13) 

Endosomas: organelos de la via endociti- 
ca. Los materiales capturados por 
endocitosis se transportan a los endo- 
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somas tempranos donde se segregan y 
entonces los endosomas tardi'os pasan a 
los lisosomas. Los endosomas tardfos 
tambien funcionan como sitios de 
destino de las enzimas lisosomales 
transportadas desde el aparato de 
Golgi. (8.8) 

Energfa: la capacidad para efectuar traba- 
jo; existe en dos formas: potencial y 
cinetica. (3.1) 

Energfa cinetica: energia liberada de una 
sustancia a traves de movimientos 
atomicos o moleculares. (3.1) 

Energfa de activation: energia cinetica 
minima necesaria para que un reactan- 
te sufra una reaccion quimica. (3.2) 
Energfa potencial: energia almacenada 
que puede emplearse para realizar 
trabajo. (3.1) 

Enfermedades autoinmunitarias: enfer- 
medades reconocibles por un ataque 
del sistema inmunitario contra los 
propios tejidos del cuerpo. Son ejem- 
plos la esclerosis multiple, la diabetes 
mellitus dependiente de insulina y la 
artritis reumatoide. (PH17) 

Enfoque isoelectrico: tipo de electrofore- 
sis en el que las proteinas se separan de 
acuerdo con su punto isoelectrico. 
(187) 

Enlace amida: enlace quimico que forman 
los acidos carboxilicos y las aminas (o 
grupos funcionales acidicos y aminos) 
mientras producen una molecula de 
agua. (2.4) 

Enlace covalente: tipo de enlace quimico 
en el cual dos atomos comparten un 
par de electrones. (2.1) 

Enlace glucosidico: enlace quimico for- 
mado entre las moleculas de azucares. 
(2.5) 

Enlace ionico: enlace quimico que ocurre 
entre iones con carga opuesta; tambien 
se conoce como puente salino. (2.2) 
Enlace no covalente: enlace quimico 
relativamente debil basado en las fuer- 
zas de atraccion entre regiones con 
carga opuesta dentro de una molecula 
o entre dos moleculas muy cercanas. 
( 2 . 2 ) 

Enlace peptfdico: enlace quimico que une 
aminoacidos a una proteina; dicho 
enlace se forma cuando el grupo car- 
boxilo de un aminoacido reacciona con 
el grupo amino de un segundo ami¬ 
noacido. (2.5) 

Enlace tipo ester: enlace quimico forma- 
do entre acidos carboxilicos y alcoholes 
(o grupos funcionales acidicos y alco- 
holicos) mientras se produce una 
molecula de agua. (2.4) 

Ensayo: caracteristicas identificables de 
una proteina, como la actividad catali- 
tica de una enzima, usadas para deter- 
minar la cantidad relativa de la 
proteina en una muestra. (18.7) 
Entrecruzamiento (recombination gene- 
tica): se llama asi al mezclado de genes 
en los cromosomas (con elimination 


consecuente de los grupos de ligamien- 
to) que ocurre durante la meiosis como 
resultado de la rotura y reunion de 
segmentos de cromosomas homologos. 

( 10 . 1 ) 

Entropia (S): una medida del desorden 
relativo de un sistema o universo rela- 
cionado con movimientos aleatorios de 
la materia; debido a que todos los 
movimientos cesan en el punto absolu¬ 
te (0 K), la entropia es cero solo a esta 
temperatura. (3.1) 

Envoltura nuclear: complejo de estructu- 
ras de doble membrana que divide al 
nucleo eucariota de su citoplasma. 
( 12 . 1 ) 

Enzima: proteina catalitica de importan¬ 
ce vital en las reacciones celulares. 

(3.2) 

Epitopo (o determinante antigenico): 

portion de un antigeno que se une al 
sitio de combinacion con antigeno de 
un anticuerpo especifico. (17.4) 

Esfingolfpidos: clase de lipidos de mem¬ 
brana (derivados de esfingosina) que 
constan de esfingosina unida a un 
acido graso por su grupo amino. (4.3) 

Espaciador no transcrito: region de un 
grupo genico que no se transcribe. Los 
espaciadores no transcritos estan pre- 
sentes entre varios tipos de genes repe- 
tidos en tandem, incluidos los de 
tRNA, rRNA e histonas. (11.3) 

Espacio de la cisterna (luminal): region 
del citoplasma incluida o limitada por 
las membranas del reticulo endoplas- 
mico del aparato de Golgi. (8.3) 

Espacio intermembranoso: espacio entre 
las membranas mitocondriales interna 
y externa. (5.1) 

Espacio luminal (de cisterna): region de 
contenido b'quido del citoplasma ence- 
rrada por la membrana del reticulo 
endoplasmico o el aparato de Golgi. 

(8.3) 

Especificidad: propiedad de interaction 
selectiva entre componentes de una 
celula que es fundamental para la vida. 

(2.5) 

Espectro de absorcion: grafica de la 

intensidad de luz absorbida en relation 
con su longitud de onda. (6.3) 

Espectro de action: grafica de la rapidez 
(o eficiencia) relativa de un proceso 
producido por luz de diversas longitu¬ 
des de onda. (6.3) 

Espectrofotometro: instrumento utiliza- 
do para medir la cantidad de luz de 
una longitud de onda especifica que 
absorbe una solution. Si se conocen las 
caracteristicas de absorbancia de una 
molecula particular, entonces la canti¬ 
dad de luz de la longitud de onda 
apropiada absorbida por una solution 
de esta molecula provee una medida 
sensible o precisa de su concentration. 
(18.7) 

Espectrometrfa de centelleo liquido: 

tecnica para medir la cantidad de 


radiactividad presente en una muestra; 
se basa en la propiedad de ciertas 
moleculas, denominadas fosforos o 
centelleos, de absorber la energia que 
emite una particula y liberarla en for¬ 
ma de luz. (18.4) 

Espectrometrfa de masas: metodologia 
para identificar moleculas (incluidas las 
proteinas). Una proteina o mezcla de 
ellas se fragmenta, se convierte en 
iones gaseosos y se hace pasar a traves 
de un componente tubular de un 
espectrometro de masas, lo que da 
lugar a que los iones se separen de 
acuerdo con su relation masa/carga 
(m/z). La identification de las protei¬ 
nas se realiza por medio de la compa¬ 
ction con un banco de dates en 
computadora de la secuencia de protei¬ 
nas codificadas por un genoma parti¬ 
cular. (2.5,18.7) 

Espliceosoma: complejo macromolecular 
que contiene gran numero de proteinas 
y un numero variable de particulas 
ribonucleicas que funcionan en la eli¬ 
mination de intrones a partir de un 
transcrito primario. (11.4) 

Esporofito: estado diploide del ciclo de 
vida de las plantas que comienza con la 
union de dos gametos para formar un 
cigoto. Durante el estado de esporofito 
tiene lugar la meiosis y se producen 
esporas que germinan directamente en 
un gametofito haploide. (14.3) 

Estado basal (o fundamental): estado no 
excitado de un atomo o molecula. (6.3) 
Estado de transition: punto durante una 
reaccion quimica en el cual los enlaces 
se rompen y se forman de nueva cuenta 
para crear los productos. (3.2) 

Estado estable: condition metabolica en 
la cual las concentraciones de reactan- 
tes y productos son en esencia constan- 
tes, a pesar de que las reacciones 
individuals pueden no estar en equili- 
brio. (3.1) 

Estado excitado: configuration electroni- 
ca de una molecula despues de la 
absorcion de un foton que ha energiza- 
do un electron para cambiar de un 
orbital interno a uno externo. (6.3) 
Estereoisomeros: dos moleculas que, 
desde el punto de vista estructural, son 
imagenes especulares la una de la otra 
y pueden tener grandes diferencias en 
actividad biologica. (2.5) 

Esteroides: grupos lipidicos basados en 
las caracteristicas del esqueleto hidro- 
carbonado de cuatro anillos; incluyen 
el colesterol y hormonas como la tes- 
tosterona y la progesterona. (2.5) 
Estoma: abertura en la superficie de las 
hojas a traves de la cual pueden inter- 
cambiarse el gas y el agua entre la 
planta y el aire. (6.6) 

Estroma: espacio fuera del tilacoide, pero 
dentro de la membrana interna, relati¬ 
vamente impermeable de la envoltura 
del cloroplasto. (6.1) 
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Estructura cuaternaria: organization 
tridimensional de una proteina que 
tiene mas de una cadena polipeptidica 
o subunidades. (2.5) 

Estructura primaria: secuencia lineal de 
aminoacidos en una cadena polipepti- 
dica.(2.5) 

Estructura secundaria: el ordenamiento 
tridimensional de porciones de una 
cadena polipeptidica. (2.5) 

Estructura terciaria: una forma tridimen¬ 
sional de una macromolecula entera. 

(2.5) 

Eucromatina: cromatina que regresa a su 
estado disperso durante la interfase. 
( 12 . 1 ) 

Exocitosis: proceso de fusion de membra- 
nas y descarga del contenido durante el 
cual la membrana de un granulo secre- 
tor entra en contacto con la membrana 
plasmatica con la cual se fusiona; de 
esa manera se forma una abertura a 
traves de la cual el contenido del gra¬ 
nulo puede liberarse. (8.5) 

Exones: partes de un gen procesado que 
contribuye al producto de un RNA 
maduro. (11.4) 

Exonucleasa: enzima digestiva de DNA o 
RNA que se une a los extremos 5' o 3' 
de la cadena del acido nucleico y 
remueve un nucleotido a la vez desde 
un extremo. (p. ej., 12.6,13.1) 

Factores de inicio: proteinas solubles (IF 
en bacterias y elF en eucariotas) que 
hacen posible el inicio de la traduction. 
( 11 . 8 ) 

Factores intercambiadores de nucleoti- 
dos de guanina: proteinas que se unen 
a proteinas G y estimulan el intercam- 
bio del GDP unido a un GTP, con lo 
cual se activa la proteina G. (15.4) 

Factores transcripcionales: proteinas 
auxiliares (aparte los ocho a 14 poli- 
peptidos distintos que forman las poli- 
merasas) que se unen a sitios 
especificos en el DNA y alteran la 
transcription de los genes cercanos. 
(11.2,12.4) 

Factores transcripcionales generales: 

proteinas auxiliares necesarias para que 
la polimerasa de RNA inicie la trans¬ 
cription. Estos factores se denominan 
“generales” debido a que se requieren 
para la transcription de diferentes 
ordenamientos de genes por medio de 
la polimerasa. (11.4) 

Fagocitosis: proceso mediante el cual las 
celulas capturan materiales particula- 
dos. Los materiales quedan encerrados 
en la membrana plasmatica, la cual 
aflora en el citoplasma para formar una 
vesicula llamada fagosoma. (8.8) 

Familias: agrupamientos de proteinas 
originadas a partir de un mismo gen 
ancestral comun que experimento una 
serie de duplicaciones y modificaciones 
posteriores durante el transcurso de la 
evolution. (2.5) 


Fase M: estado del ciclo celular que inclu- 
ye el proceso de mitosis, durante el cual 
los cromosomas duplicados se separan 
en dos nucleos, y la citocinesis, durante 
la cual la celula se divide fisicamente 
en su totalidad en dos celulas hijas. 
(14.1) 

Fase S: fase del ciclo celular en la cual 
ocurre la replication. (14.1) 

Fermentation: via metabolica anaerobia 
en la cual el piruvato se convierte en 
una molecula mas simple (a menudo 
lactato o etanol, segun sea el organis- 
mo) y el NAD + se regenera para utili- 
zarse en la via metabolica temprana 
para el catabolismo de la glucosa, la 
glucolisis. (3.3) 

Fibra muscular: celula musculoesqueleti- 
ca que se describe como una fibra 
muscular debido a su estructura en 
forma de cable muy ordenada; la fibra 
es multinucleada y la componen cien- 
tos de tiras cilindricas delgadas. (9.6) 

Fijacion de nitrogeno: proceso mediante 
el cual el gas nitrogeno se reduce y 
convierte de forma quimica en un 
elemento de compuestos organicos. 

(1.3) 

Fijador: solution quimica que mata a las 
celulas por una rapida penetration en 
la membrana celular, con inmoviliza- 
cion de todos sus materiales macromo- 
leculares; de esa forma la estructura de 
la celula se mantiene muy parecida al 
estado vivo. (18.1) 

Filamentos delgados: uno de los dos 

distintos tipos de filamentos que con- 
fieren a las sarcomeras su apariencia 
tipica. Los filamentos delgados tienen 
de manera primaria actina y estan 
dispuestos en un ordenamiento hexa¬ 
gonal alrededor de los filamentos grue- 
sos; cada filamento delgado se halla 
entre dos filamentos gruesos. (9.6) 

Filamentos gruesos: uno de los dos tipos 
distintos de filamentos que suministran 
a las sarcomeras su apariencia caracte- 
ristica. Los filamentos gruesos se inte- 
gran de manera primaria con miosina y 
estan rodeados por una configuration 
hexagonal de filamentos delgados. 

(9.6) 

Filamentos intermedios: fibras del 

citoesqueleto fuertes en forma de cuer- 
das de unos 10 nm de diametro que, 
segun sea el tipo celular, pueden com- 
ponerse de una variedad de subunida¬ 
des de proteinas capaces de 
ensamblarse en tipos similares de fila¬ 
mentos. Los filamentos intermedios 
proveen al parecer estabilidad mecani- 
ca a las celulas y tienen funciones espe- 
cificas de tejido. (9.4) 

Filtration en gel: tecnica de purification 
en la cual la separation de proteinas (o 
acidos nucleicos) se basa de manera 
primaria en la masa molecular. La 
separation de material consiste en 
esferas de pequenos poros que se 


empaquetan en una columna a traves de 
la cual pasa con lentitud la solution 
de proteinas. (18.7) 

Flagelos: organelos mdviles parecidos a 
pelos que se proyectan desde la superfi- 
cie de diversas celulas eucariotas. 
Esencialmente tienen la misma estruc¬ 
tura que los cilios pero estan presentes 
en mucho menor numero. (9.3) 
Flavoproteinas: un tipo de acarreador de 
electrones en el cual un polipeptido se 
une a uno de los dos grupos prosteticos 
relacionados, sea FAD o FMN. (5.3) 
Fluidez de membrana: propiedad del 
estado fisico de la bicapa lipidica de 
una membrana que permite la difusion 
de lipidos y proteinas membranosas 
dentro del piano de la membrana. Se 
relaciona de manera inversa con la 
viscosidad de esta. La fluidez de la 
membrana se incrementa conforme se 
eleva la temperatura y en bicapas con 
mas lipidos insaturados. (4.5) 

Focos de duplication: localization de 
horquillas de duplication activas en el 
nucleo celular. Existen unos 50 a 250 
focos, cada uno de los cuales contiene 
alrededor de 40 horquillas de duplica¬ 
tion que incorporan nucleotidos en 
cadenas de DNA simultaneamente. 
(13.1) 

Fosfato de dolicol: molecula hidrofoba 
elaborada con mas de 20 unidades de 
isopreno que ensamblan la parte basal 
o nuclear de los segmentos de las cade¬ 
nas de carbohidratos para crear gluco- 
proteinas. (8.3) 

Fosfogliceridos: nombre dado a los fosfo- 
lipidos de membrana que se forman en 
el esqueleto de glicerol. (4.2) 
Fosfoinositidos: incluyen diversos deriva- 
dos fosforilados del fosfatidilinositol 
(p. ej., PIP, PIP 2 y PIP 3 ) que sirven 
como segundos mensajeros en las vias 
de serialization. (15.3) 

Fosfolipasa C: enzima que cataliza una 
reaction que divide al PIP 2 en dos 
moleculas: 1,4,5-trifosfato de inositol 
(IP 3 ) y diacilglicerol (DAG), ambos 
con importantes funciones como 
segundos mensajeros en la serialization 
celular. (15.3) 

Fosfolipidos: lipidos que contienen fosfa¬ 
to; son los constituyentes primarios de 
la bicapa lipidica de una membrana 
celular. Los fosfolipidos incluyen fos¬ 
fogliceridos y esfingomielina. (4.3) 
Fosforilacion a nivel del sustrato: sintesis 
directa de ATP a traves de la transfe¬ 
rence de un grupo fosfato de un sus¬ 
trato al ADP. (3.3) 

Fosforilacion oxidativa: formation de 
ATP controlada por energia derivada 
de los electrones de alta energia remo- 
vidos durante la oxidation del sustrato 
en las vias metabolicas, como el ciclo 
del TCA, en el cual la energia se libera 
debido a la formation de ATP por el 
paso de los electrones a traves de la 
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cadena transportadora de electrones en 
la mitocondria. (5.3) 

Fotoautotrofos: un autotrofo que usa la 
energia radiante del Sol para convertir 
C0 2 en compuestos organicos. (6) 
Fotofosforilacion ciclica: formacion de 
ATP en los cloroplastos que realiza 
el fotosistema I sin la intervencion del 
fotosistema II. (6.5) 

Fotofosforilacion no ciclica: formacion 
de ATP durante el proceso de fotosin- 
tesis que libera oxigeno y en el cual los 
electrones se mueven en una forma 
lineal de H 2 0 a NADP+. (6.5) 
Fotolisis: rotura de la molecula de agua 
durante la fotosintesis. (6.4) 

Foton: paquete de energia luminosa. 
Cuanto mas corta sea la longitud de 
onda, mayor la energia de los fotones. 
(6.3) 

Fotorrespiracion: una serie o conjunto de 
reacciones en las cuales el 0 2 se une 
a la enzima RuBP; al final resulta en 
la liberacion del C0 2 recien fijado de 
la planta. (6.6) 

Fotosintesis: la via para convertir la ener¬ 
gia de la luz solar en energia quimica 
utilizada por los organismos vivos. 
(3.16) 

Fotosistema I: uno de los dos complejos 
pigmentarios, separados desde el punto 
de vista espacial, necesarios para trans- 
ferir energia de un par de electrones, lo 
suficiente para remover estos de una 
molecula de agua y transferirlos al 
NADP + . El fotosistema I toma elec¬ 
trones desde un nivel de energia cerca- 
no al punto medio hasta un nivel de 
energia arriba del NADP + . (6.4) 
Fotosistema II: uno de los dos complejos 
pigmentarios, separados espacialmente, 
necesarios para tomar la energia de un 
par de electrones, lo suficiente para 
extraer a estos de una molecula de agua 
y transferirlos al NADP + . El fotosiste¬ 
ma II toma electrones de un nivel de 
energia inferior al del agua en el punto 
superior de la energia a traves de un 
punto intermedio. (6.4) 

Fraccion altamente repetida: secuencias 
de DNA casi siempre cortas (de pocos 
cientos de nucleotidos de longitud) 
presentes en al menos 10 5 copias por 
genoma. Las secuencias altamente 
repetidas representan 10% del DNA de 
los vertebrados. (10.4) 

Fraccion moderadamente repetida: 
aquellas secuencias de DNA que se 
repiten desde unos cuantos hasta varios 
cientos de miles de veces dentro del 
genoma eucariota. La fraccion de 
secuencias moderadamente repetida 
del DNA llega a variar de 20 a casi 
80% del DNA total. Estas secuencias 
pueden ser identicas la una a la otra o 
no identicas pero relacionadas. (10.4) 
Fraccion no repetida: secuencias en el 
genoma que estan presentes solo en 
una copia por grupo de cromosomas 


haploides. Estas secuencias contienen 
la cantidad mas grande de informacion 
genetica, incluidos los codigos para casi 
todas las proteinas, ademas de las his- 
tonas. (10.4) 

Fraccionamiento: desensamble de una 
preparacion en sus ingredientes consti- 
tutivos para examinar las propiedades 
de las especies moleculares individua- 
les. (18.7) 

Fraccionamiento celular: separation de 
diferentes organelos celulares por 
medio de centrifugation diferencial. 
( 8 . 2 ) 

Fraccionamiento subcelular: metodo que 
permite separar entre si diferentes 
organelos (p. ej., nucleo, mitocondria, 
membrana plasmatica, reticulo endo- 
plasmico) con distintas propiedades. 
( 8 . 2 ) 

Fragmentos de Okazaki: pequenos seg- 
mentos de DNA, sintetizados de 
manera previa y ligados con rapidez 
para elaborar grandes piezas y formar 
la cadena retrasada. (13.1) 

Fragmoplasto: material denso alineado en 
el piano ecuatorial de la placa de meta¬ 
file previa en las celulas de plantas; 
tiene conjuntos de microtubulos inter- 
digitados orientados en sentido per¬ 
pendicular hacia la placa celular futura, 
junto con algun tipo de material elec- 
trodenso vinculado. (14.3) 

Fuerza de movimiento con protones 
(Ap): gradiente electroquimico que se 
construye a traves de las membranas 
transductoras de energia (membrana 
mitocondrial interna, membrana 
tilacoide, membrana plasmatica 
bacteriana) seguidas de la 
translocacion de los protones durante 
el transporte electronico. La energia 
del gradiente, compuesta por un gra¬ 
diente de pH y un voltaje y que se 
mide en voltios, se emplea en la forma¬ 
cion de ATP. (5.4) 

Fuerza reductora: el potencial de una 
celula para reducir intermediaries 
metabolicos en productos, casi siempre 
medido por el tamano de la poza de 
NADPH. (3.3) 

Fuerzas de van der Waals: fuerza de 

atraccion debil consecutiva a las asime- 
trias transitorias de carga entre los 
atomos o moleculas adyacentes. (2.2) 

Fusion celular: tecnica en la que dos tipos 
celulares diferentes (de un organismo o 
diferentes especies) se unen para pro- 
ducir una celula unica, con una mem¬ 
brana plasmatica continua. (4.6) 

Gp periodo dentro del ciclo celular que 
sigue a la mitosis y precede al inicio de 
la sintesis de DNA. (14.1) 

G 2 : periodo del ciclo celular entre el final 
de la sintesis del DNA y el inicio de la 
fase M. (14.1) 

Gametofito: estado haploide del ciclo de 
vida de las plantas que comienza con la 


generation de esporas durante el esta¬ 
do esporofito. Durante el estado game¬ 
tofito, los gametos se forman a traves 
del proceso de la mitosis. (14.3) 

Gen regulador: aquel que codifica protei¬ 
nas de represion. (12.2) 

Genes: en terminos no moleculares es la 
unidad de la herencia que domina el 
caracter de una caracteristica particular. 
En terminos moleculares es un seg- 
mento de DNA que contiene la infor- 
macion de un solo polipeptido o 
molecula de RNA, incluidas las regio- 
nes transcritas pero no las regiones no 
codificantes. (10.1) 

Genes estructurales: genes que codifican 
moleculas proteinicas. (12.2) 

Genes procesados: genes con las secuen¬ 
cias interpuestas. (11.4) 

Genes supresores de tumores: aquellos 
genes codificadores de proteinas que 
limitan el crecimiento celular e impi- 
den que las celulas se tornen malignas. 
(16.3) 

Genoma: complemento de la informacion 
genetica unico para cada especie de 
organismos; es equivalente al DNA de 
un grupo haploide de cromosomas 
de estas especies. (10.4) 

Girasa de DNA: tipo de topoisomerasa 
capaz de cambiar el estado de superen- 
rollamiento de una molecula de DNA 
tras eliminar la tension que se produce 
durante la replicacion. Esto lo realiza al 
discurrir a lo largo del DNA y actuar 
como una “manivela”, con lo que se 
cambia el DNA superenrollado de 
forma positiva a un DNA superenro¬ 
llado de manera negativa. (13.1) 
Glioxisomas: organelos encontrados en 
celulas de plantas que sirven como 
sitios para reacciones enzimaticas que 
incluyen la conversion de acidos grasos 
almacenados en carbohidratos. (5.6) 
Glucocaliz: capa unida a la superficie 
externa de la membrana plasmatica. 
Contiene carbohidratos de membrana 
junto con materiales extracelulares 
secretados por la celula dentro del 
espacio externo, donde permanecen en 
estrecha relacion con la superficie celu¬ 
lar. (7.1) 

Glucogeno: polimero de glucosa muy 
ramificado que sirve como fuente de 
energia quimica disponible en la mayo- 
ria de las celulas animales. (2.5) 
Glucolipidos: moleculas de lipidos basadas 
en esfingosina unidas a los carbohidra¬ 
tos; a menudo son componentes activos 
de la membrana plasmatica. (4.3) 
Glucolisis: primera via del catabolismo 
de la glucosa; no requiere oxigeno 
y da lugar a la formacion de 
piruvato. (3.3) 

Glucosaminoglucanos (GAG): grupo de 
polisacaridos de elevada acidez con la 
estructura -A-B-A-B-, donde A y B 
representan dos azucares distintos. 

(2.5) 
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Glucosilacion: aquellas reacciones por 
medio de las cuales los grupos de azu- 
cares se agregan a las proteinas y los 
lipidos. (4.3, 8.3,8.4) 
Glucosiltransferasas: una familia grande 
de enzimas que transfieren azucares 
especificos de un donante (un azucar 
de nucleotido) a un receptor particula- 
res (por lo general el extremo en creci- 
miento de una cadena de 
oligosacarido). (8.3) 

Gradiente electroquimico: diferencia 
general de carga electrica y concentra¬ 
tion de solutos que determina la capa- 
cidad de un electrolito de difundirse 
entre dos compartimientos. (4.7) 
Grana: disposicion ordenada de los 
tilacoides. (6.1) 

Granulos de secrecion: estructuras gran- 
des rodeadas por membrana, densa- 
mente empaquetadas, que contienen 
materiales de secrecion muy concentra- 
dos que se liberan al espacio extracelu- 
lar despues de una serial de 
estimulacion. (8.1, 8.5) 

Grasas: pob'meros que poseen un esquele- 
to de glicerol unido mediante enlaces 
tipo ester a tres acidos grasos, tambien 
llamados triacilgliceroles. (2.5) 

Grupo principal: region polar, y soluble 
en agua, de un fosfob'pido; se integra 
con un grupo fosfato unido a una de 
varias moleculas hidrofilas pequenas. 
(4.3) 

Grupo prostetico: portion de una protei- 
na que no esta compuesta de amino- 
acidos, como el grupo hem dentro de la 
hemoglobina y la mioglobina. (2.5) 
Grupos de conexion: grupos de genes que 
residen en el mismo cromosoma e 
incluyen la segregation dependiente de 
las caracteristicas controladas por esos 
genes. (10.1) 

Grupos funcionales: grupos de atomos 
que tienden a actuar como una unidad 
y afectan con frecuencia el comporta- 
miento fisico y quimico de un gran 
numero de moleculas organicas a las 
cuales pertenecen. (2.4) 

Haploide: aquel que contiene solo un 
miembro de cada par de cromosomas 
homologos. Las celulas haploides se 
generan durante la meiosis, como lo 
ejemplifica el espermatozoo. Es lo 
contrario de diploide. (10.4,14.3) 
Haplotipo: un bloque del genoma que 
tiende a heredarse de forma intacta de 
una generacion a otra. Por lo regular, 
los haplotipos se definen por la presen- 
cia de una combination consistente de 
polimorfismos de un solo nucleotido. 
(PH 10) 

Helicasa: proteina que desenrolla el DNA 
(o RNA) duplex en una reaction en la 
cual la energia se libera por la hidrolisis 
de ATP y se emplea para romper los 
puentes de hidrogeno que mantienen 
juntas a las dos cadenas. (13.1) 


Helice alfa (a): estructura secundaria 
posible de un polipeptido en la cual el 
esqueleto de la cadena forma una con¬ 
formation espiral (en helice). (2.5) 

Hemicelulosas: polisacaridos ramificados 
de la celula vegetal cuyo esqueleto 
consta de un azucar, como glucosa, y 
cadenas laterales de otros azucares, 
como xilosa. (7.6) 

Hemidesmosoma: estructura adhesiva 
especializada de la superficie basal de 
las celulas epiteliales cuya funcion es 
unir a esas celulas a la membrana basal 
subyacente. El hemidesmosoma con¬ 
tiene una placa densa en la superficie 
interna de la membrana plasmatica, la 
cual posee filamentos de queratina que 
sobresalen en el citoplasma. (7.2) 

Hemolisis: permeabilizacion de las mem- 
branas de los globulos rojos; a nivel 
experimental se observa al colocar las 
celulas en solucion hipotonica, donde 
se rompen, liberan sus contenidos 
celulares y dejan solo las membranas 
fantasmas. (4.6) 

Hendidura sinaptica: espacio estrecho 
entre dos celulas. Una celula presinap- 
tica envia impulsos hacia una sinapsis; 
una celula postsinaptica siempre se 
encuentra en el lado receptor de una 
sinapsis. (4.8) 

Herencia epigenetica: transformaciones 
hereditarias, por ejemplo, cambios que 
pueden transmitirse de una celula a su 
progenie, que no implican cambios en 
la secuencia del DNA. Los cambios 
epigeneticos pueden resultar de la 
mediation del DNA, modification 
covalente de histonas y con frecuencia 
otros tipos de modificaciones de la 
cromatina. (12.1, 12.4) 

Heterocromatina: cromatina que perma- 
nece condensada durante la interfase. 
( 12 . 1 ) 

Heterocromatina constitutiva: cromatina 
que permanece en el estado condensa- 
do en las celulas durante todo el tiem- 
po y representa el DNA silenciado. De 
manera primaria consiste en secuencias 
muy repetidas. (12.1) 

Heterocromatina facultativa: cromatina 
inactivada de manera especifica duran¬ 
te ciertas fases de la vida de un orga- 
nismo. (12.1) 

Heterotrofo: organismo que depende de 
una fuente externa de componentes 
organicos. (6.1) 

Hibridacion de acido nucleico: variedad 
de tecnicas relacionadas que se basan 
en que las dos moleculas de acidos 
nucleicos de cadena sencilla de 
secuencia de bases complementaria 
forman un hibrido de doble cadena. 
(18.11) 

Hibridacion in situ: tecnica que se utiliza 
para localizar una secuencia de DNA o 
RNA en particular en una celula o una 
placa de cultivo o electroforesis en gel. 
(10.3,18.11) 


Hibridacion in situ y fluorescencia 
(FISH): tecnica en la cual sondas de 
DNA (o RNA) se marcan con tintes 
fluorescentes, se hibridan con DNA 
monocatenario que permanece 
dentro de su cromosoma, y se localizan 
al microscopio de fluorescencia. 

(10.4) 

Hibridomas: celulas hibridas producidas 
por la fusion de una celula linfocitica 
normal productora de anticuerpos y 
una celula del mieloma maligno. Los 
hibridomas proliferan y producen 
grandes cantidades de un solo anti- 
cuerpo (monoclonal) sintetizadas por 
una celula normal antes de la fusion 
con la celula del mieloma. (18.19) 
Hidrocarburos: el grupo mas simple de 
las moleculas organicas, integrado solo 
por carbon e hidrogeno. (2.4) 
Hidrofilo: tendencia de las moleculas 
polares a interactuar con las moleculas 
de agua circundantes, las cuales tam¬ 
bien son polares; literalmente, “que 
ama al agua”. (2.2) 

Hidrolasas acidas: enzimas hidroliticas 
con actividad optima a pH acido. 

( 8 . 6 ) 

3-hidroxicinasa de fosfatidilinositol (o 
PI3K): uno de los efectores mejor 
estudiados que contiene dominios 
SH 2 . Los productos de la enzima sir- 
ven como precursores para diferentes 
mensajeros celulares que poseen inosi¬ 
tol y diferentes funciones en las celulas. 

(15.4) 

Hipertonico: propiedad de un comparti- 
miento que posee una elevada concen¬ 
tration de soluto en comparacion con 
un compartimiento particular. (4.7) 
Hipotesis del bamboleo: propuesta de 
Crick segun la cual los requerimientos 
estericos entre el anticodon del tRNA 
y el codon del mRNA son flexibles en 
la tercera posicion, lo cual permite que 
dos codones que difieren solo en la 
tercera posicion compartan el mismo 
tRNA durante la sintesis de proteinas. 
(11.7) 

Hipotonico: propiedad de un comparti¬ 
miento de presentar una concentration 
baja de solutos respecto de un compar¬ 
timiento particular. (4.7) 

Histonas: coleccion de proteinas basicas 
de cromatina pequenas y bien defini- 
das. (12.1) 

hnRNP (ribonucleoproteina nuclear 
heterogenea: resultado de la transcrip- 
cion de cada hnRNA mayor, que se 
une a una amplia variedad de protei¬ 
nas; es el sustrato para las reacciones de 
procesamiento que siguen. (11.4) 
Hojabeta(|3) plegada: estructura secun¬ 
daria posible de un polipeptido en la 
cual diferentes cadenas beta estan 
dispuestas de forma paralela y crean 
una conformacion de hoja. (2.5) 
Homogeneizar: rotura experimental de 
las celulas. (8.2) 
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HorquiUas de replication: puntos donde 
los apareamientos de segmentos repli- 
cados de DNA permanecen juntos y 
unen los segmentos no replicados. 

Cada una de las horquillas de replica¬ 
tion corresponde al sitio en el que: a) 
la doble helice parental sufre separa¬ 
tion y b) los nucleotidos se incorporan 
en cadenas complementarias resinteti- 
zadas. (13.1) 

Huella genica: expresion diferencial de 
genes que depende tan solo de si con- 
tribuyeron con el cigoto por medio del 
espermatozoo o el ovulo. (12.4) 

Huso mitotico: “maquina” que contiene 
microtubulos que funcionan en la 
organization y separation de cromoso- 
mas duplicados durante la division 
mitotica celular. (14.2) 

Impulso nervioso: proceso a traves del 
cual un potential de action se propaga 
a lo largo de la membrana de una 
neurona por activation secuencial 
de potenciales de action en segmentos 
adyacentes de la membrana. 

(4.8) 

In vitro: fuera del organismo. Se dice que 
las celulas cultivadas se desarrollan in 
vitro; las investigaciones con cultivos 
celulares son una herramienta esencial 
para los bioloeos celulares y molecula- 
res. (1.2) 

Inductor: compuesto que se une a un 
represor proteinico y activa la trans¬ 
cription de un operon bacteriano. 

( 12 . 2 ) 

Inestabilidad dinatnica: termino que 
relaciona las propiedades de ensamble 
y desensamble de los extremos positi¬ 
ves de un microtubulo. El concepto 
describe el hecho de que el crecimiento 
y disgregacion de los microtubulos 
puede coexistir en la misma region de 
una celula y que un microtubulo parti¬ 
cular puede cambiar hacia atras o hacia 
adelante de forma impredecible entre 
las fases de crecimiento y acortamiento. 
(9.3) 

Inflamacion: acumulacion localizada de 
liquido y leucocitos en respuesta a una 
lesion o infection; puede ocasionar 
rubor, tumor y calor. (17.1) 

Inhibition por retroalimentation: meca- 
nismo de control de las vias metaboli- 
cas en el que el producto terminal 
interactua con la primera enzima de la 
via y cuyo resultado es la inhibition de 
la enzima. (3.3) 

Inhibidor competitivo: inhibidor enzi¬ 
matico que compite con las moleculas 
del sustrato para acceder al sitio activo. 
(3.2) 

Inhibidor enzimatico: cualquier molecula 
que pueda unirse a una enzima y dis- 
minuir su actividad; se clasifica como 
no competitivo o competitivo con base 
en la naturaleza de la interaction con la 
enzima. (3.2) 


Inhibidor irreversible: inhibidor enzima¬ 
tico que se une de manera estrecha, a 
menudo de forma covalente, de tal 
modo que la molecula enzimatica se 
inactiva permanentemente. (3.2) 
Inhibidor no competitivo: inhibidor 
enzimatico que no se une al mismo 
sitio del sustrato y de esta forma el 
nivel de inhibition depende solo de la 
concentration del inhibidor. (3.2) 
Inhibidores de la disociacion de nucleo¬ 
tidos de guanina: proteinas que se 
unen a las proteinas G e inhiben la 
disociacion de la union a GDP, lo que 
mantiene a la proteina G en un estado 
inactivo. (15.4) 

Iniciador: cadena de DNA que provee a 
la polimerasa de DNA el 3' OH ter¬ 
minal necesario. (13.1) 

Inmunidad: estado en el cual el cuerpo no 
es susceptible a infecciones por un 
patogeno particular. (17) 

Inmunidad celular: inmunidad a cargo de 
linfocitos T, los cuales cuando se acti- 
van pueden reconocer y destruir espe- 
cificamente una celula infectada (o 
ajena). (17.1) 

Inmunidad humoral: inmunidad mediada 
por anticuerpos sanguineos. (17.1) 
Inmunofluorescencia directa: tecnica que 
emplea anticuerpos como sondas para 
localizar antigenos a nivel intracelular, 
en los cuales los anticuerpos se conju- 
gan con moleculas fluorescentes 
pequenas para formar derivados que 
entonces se incuban con las celulas o 
secciones de estas. Los sitios de union 
se visualizan por medio de microscopia 
fluorescente. (18.19) 
Inmunofluorescencia indirecta: una 
variation de la inmunofluorescencia 
directa en la cual las celulas se tratan 
con anticuerpos no marcados, los cua¬ 
les se permite que formen un complejo 
con el antigeno correspondiente. La 
localization del acoplamiento antige- 
no-anticuerpo se revela entonces en un 
segundo paso mediante una prepara¬ 
tion de anticuerpos marcados con 
fluorescencia, cuyos sitios de combina¬ 
tion se dirigen contra las moleculas del 
anticuerpo utilizado en el primer paso. 
(18.19) 

Integrinas: una superfamilia de proteinas 
integrates de membrana que se unen 
de manera especifica a las moleculas 
extracelulares. (7.2) 

Interaction hidrofoba: tendencia de las 
moleculas apolares a agregarse de tal 
forma que minimizan sus interacciones 
colectivas con las moleculas polares del 
agua circundante; literalmente, que 
“huye del agua”. (2.2) 

Intercambio de exones: movimiento de 
“modulos” geneticos entre diferentes 
genes facilitado por la presencia de 
intrones; estos actuan como elementos 
espaciadores inertes entre exones. 

(11.4) 


Interfase: la portion del ciclo celular entre 
los periodos de la division celular. 

(14.1) 

Intermediario metabolico: compuesto 
producido durante un paso de una via 
metabolica. (2.4) 

Intrones: partes o secciones de un gen 
que sufrio splicing que corresponden a 
las secuencias interpuestas. (11.4) 

Inversion: aberration cromosomica que se 
produce despues de que un cromosoma 
se rompe en dos partes y el centra del 
segmento resultante se reincorpora en 
el cromosoma en un orden inverso. 

(PH 12) 

Ion: un atomo o molecula con una carga 
neta ya sea positiva o negativa debido a 
que ha perdido o ganado uno o mas 
electrones durante una reaction quimi- 
ca. (2.1) 

Isoformas: diferentes versiones de una 
proteina. Genes relacionados o separa- 
dos pueden codificar a las isoformas o 
bien estas configurarse como variantes 
de splicing alternativo de un solo gen. 

(2.5) 

Isomeros estructurales: moleculas que 
tienen la misma formula pero diferen¬ 
tes estructuras. (2.4) 

Isotonico: propiedad de un compartimien- 
to con la misma concentration de soluto 
que otro compartimiento dado. (4.7) 

Lamelipodio: el extremo guia de un 
fibroblasto en movimiento, el cual se 
extiende por fuera de la celula como 
una proyeccion aplanada y amplia que 
repta sobre el sustrato. (9.7) 

Lamina nuclear: mezcla fibrilar y densa 
compuesta por filamentos intermedios 
que limita la superficie interna de la 
envoltura nuclear. (12.1) 

Lentes objetivos: lentes del microscopio 
optico que enfocan los rayos luminosos 
en la muestra para crear una imagen 
aumentada y real del objeto dentro de 
la columna del microscopio. (18.1) 

Ligando: cualquier molecula que se una 
con un receptor en virtud de que este 
posee una estructura complementaria. 

(4.1.15.1) 

Ligasa de DNA: enzima encargada de 
unir fragmentos de DNA y formar una 
cadena continua. (13.1) 

Limite de resolution: la resolution que 
obtiene un microscopio se limita por la 
longitud de onda de la iluminacion de 
acuerdo con la ecuacion D = 0.61 Un 
sen a, donde D es la distancia minima 
que dos puntos deben estar separados 
en el especimen para que se resuelva, X 
es la longitud de onda de la luz y n es 
el indice de refraction del medio, a es 
una medida de la capacidad para captar 
luz de las lentes y se relaciona de modo 
directo con su abertura. Para los 
microscopios de luz, el limite de reso¬ 
lution es ligeramente menor de 200 
nm. (18.1) 
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Linea celular: celulas que se usan comun- 
mente en estudios de cultivo de tejidos 
y que han sufrido modificaciones 
geneticas que les permiten proliferar 
indefinidamente. (18.5) 

Linfocitos: leucocitos nucleados (celulas 
blancas de la sangre) que circulan entre 
la sangre y los organos linfaticos que 
median la inmunidad adquirida. 
Incluyen las celulas B y T. (17) 
Linfocitos B (celulas B): aquellos que 
responden a los antigenos por medio 
de la proliferation y diferenciacion a 
celulas plasmaticas que secretan anti- 
cuerpos sangm'neos. Estas celulas 
logran su estado diferenciado en la 
medula osea. (17.2) 

Linfocitos T (celulas T): linfocitos que 
responden a un antigeno por prolifera- 
cion y diferenciacion en otros linfocitos 
T citotoxicos que atacan y destruyen a 
las celulas infectadas o celulas T H que 
se requieren para la produccion de 
anticuerpos por las celulas B. Estas 
celulas adquieren sus estados diferen- 
ciados en el timo. (17.2) 

Lipidos: moleculas organicas apolares, 
entre ellas las grasas, esteroides y fosfo- 
lipidos, cuya imposibilidad de disolver- 
se en agua contribuye en buena medida 
a su actividad biologica. (2.5) 
Liposoma: bicapa lipidica artificial que se 
agrega en una vesicula esferica o vesi- 
culas cuando se encuentra en un 
ambiente acuoso. (4.3) 

Locus: la position de un gen en un cro- 
mosoma. (10.1) 

Macromoleculas: aquellas moleculas que 
estan muy organizadas y son muy 
grandes, cruciales en la estructura y 
funcion de las celulas; se dividen en 
polisacaridos, b'pidos, proteinas y aci- 
dos nucleicos. (2.4) 

Mapa de restriccion: tipo de mapa fisico 
del cromosoma basado en la identifica¬ 
tion y ordenamiento de grupos de 
fragmentos generados por las enzimas 
de restriccion. (10.5) 

Mapa genetico: asignacion de marca- 
dores geneticos en posiciones 
relativas en un cromosoma con base 
en la frecuencia de entrecruzamientos. 
(10.5) 

Material pericentriolar: material electro- 
denso y amorfo que rodea a los cen- 
triolos en una celula animal. (9.3) 
Matriz: uno de dos compartimientos 
acuosos de la mitocondria; la matriz se 
localiza en el interior del organelo; el 
segundo compartimiento se denomina 
espacio intermembranoso y se localiza 
entre las membranas mitocondrial 
externa y la interna. (5.1) 

Matriz extracelular: red organizada de 
materiales extracelulares que se 
extiende mas alia de la proximidad 
inmediata de la membrana plasmatica. 
Puede desempenar una funcion inte¬ 


gral para determinar la forma y activi¬ 
dad de la celula. (7.1) 

Matriz mitocondrial: compartimiento 
acuoso dentro de una mitocondria. 

(5.1) 

Matriz nuclear: red de proteinas fibrilares 
insolubles que establecen uniones cru- 
zadas a traves del espacio nuclear. (12.1) 
Meiosis: proceso durante el que el nume- 
ro de cromosomas se reduce de tal 
forma que las celulas formadas contie- 
nen solo un miembro de cada par de 
cromosomas homologos. (14.3) 
Membrana basal (lamina basal): sustrato 
grueso de 50 a 200 nm de la matriz 
extracelular que rodea al musculo y las 
celulas de grasa y limita la superficie 
basal de los tejidos epiteliales, como la 
piel, los tejidos internos del aparato 
digestivo y respiratorio y los b'mites 
internos de los vasos sangm'neos. (7.1) 
Membrana plasmatica: la membrana 
sirve como un enlace entre el interior 
de la celula y su ambiente extracelular. 

(4.1) 

Membranas mitocondriales: membrana 
externa que sirve como union con el 
citoplasma y es relativamente permea¬ 
ble; las membranas internas guardan la 
maquinaria respiratoria en sus multi¬ 
ples invaginaciones y es muy imper¬ 
meable. (5.1) 

Metabolismo: el de las reacciones quimi- 
cas que ocurren dentro de una celula. 
(3.3) 

Metafase: estado de la mitosis durante el 
cual todos los cromosomas se alinean 
en el ecuador del huso cromatico, con 
una cromatide de cada cromosoma 
conectada a un polo y su cromatide 
hija al polo opuesto. (14.2) 
Metaloproteinasas de la matriz: familia 
de proteasas que contienen cine y 
actuan en el espacio extracelular para 
digerir diferentes proteinas extracelula¬ 
res y proteoglucanos. (7.1) 

Metastasis: propagation de celulas cance- 
rosas desde un tumor primario hasta 
sitios distantes en el cuerpo, donde 
puede iniciarse la formation de tumo- 
res secundarios. (16.3) 

Metilacion del DNA: proceso epigeneti- 
co en el cual los grupos metilo se agre- 
gan a los residuos citosina en el DNA 
por medio de metiltransferasas de 
DNA. En vertebrados, la metilacion 
del DNA ocurre en ciertos residuos 
CpG en las regiones promotoras de los 
genes y se relaciona con la inactivation 
de la expresion de genes. Tambien se 
vincula de manera mas amplia con la 
prevention de la transposition de los 
elementos geneticos moviles. (12.4) 
Microfibrillas: haces de moleculas de 
celulosa que confieren rigidez a la 
pared celular y oponen resistencia a las 
fuerzas de empuje. (7.6) 
Microfilamentos: estructuras citoesquele- 
ticas solidas de 8 nm de grosor com- 


puestas por un polimero de doble 
helice de la proteina de actina. Juegan 
un papel clave en todos los tipos de 
contractilidad y motilidad dentro de la 
celula. (9, 9.5) 

Micrometro: medida de longitud que 
equivale a 10 -6 m. (1.3) 

Microordenamientos de DNA: aquellos 
que se elaboran al colocar gotas con 
secuencias de DNA de diferentes 
genes en coordenadas conocidas en 
una superficie de vidrio. El portaobje- 
tos de vidrio se incuba entonces con 
cDNA marcado con fluorescencia, 
cuyo nivel de hibridacion provee una 
medida del nivel de expresion de cada 
gen en el microordenamiento. (12.4, 
16.3) 

Micro-RNA (miRNA): pequenos RNA 
(20 a 23 nucleotidos de largo) que se 
sintetizan en muchos sitios del genoma 
y cuyas funciones aun se comprenden 
poco. Se piensa que intervienen en la 
inhibicion de la traduccion de mRNA 
complementarios, la heterocromatiza- 
cion y el silenciado de la expresion 
genica. (11.5) 

Microscopia de barrido confocal: tecnica 
de microscopia en la que se utiliza un 
microscopio confocal, en esta tecnica 
un rayo laser fino enfocado ilumina el 
especimen con rapidez y penetra a 
traves de el a una sola profundidad; de 
esa forma se ilumina solo un piano 
delgado (o “seccion optica”) dentro del 
objeto. Por lo general, el microscopio 
se utiliza con especimenes tenidos con 
fluorescencia y la luz emitida por la 
seccion optica iluminada se emplea 
para formar una imagen de la seccion 
en una pantalla de video. (17.1) 

Microscopia electronica de transmision 
TEM: area de la microscopia en donde 
se utilizan microscopios, que forman 
imagenes a partir de electrones que se 
transmiten a traves de un especimen. 
(18.2) 

Microscopio: instrumento que genera 
una imagen amplificada de un objeto 
diminuto. (1.1) 

Microscopio confocal de barrido laser: 

instrumento capaz de producir una 
imagen de un piano optico delgado 
dentro de un especimen mucho mas 
grueso. (18.1) 

Microscopio de campo brillante: instru¬ 
mento en el cual la luz de la fuente de 
iluminacion converge en el especimen 
por medio del condensador, de tal 
modo que se forma un cono de luz 
brillante que puede pasar a traves de la 
lente del objetivo. (18.1) 

Microscopio de contraste de fase: instru¬ 
mento que convierte diferencias del 
indice de refraction en diferencias de 
la intensidad (brillantez relativa y 
oscuridad), que son visibles para el ojo, 
lo cual hace a los objetos transparentes 
mas visibles. (18.1) 
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Microscopio de fuerza atomica (AFM): 

instrumento de barrido de alta resolu- 
cion cada vez mas importante en nano- 
tecnologia y biologi'a molecular. El 
AFM barre la superficie del especimen 
con una delicada sonda. (18.3) 
Microsomas: coleccion heterogenea de 
vesi'culas formadas a partir del sistema 
endomembranoso (de manera primaria 
el reti'culo endoplasmico y el aparato 
de Golgi) despues de la homogeneiza- 
cion. (8.2) 

Microtubulos: estructuras citoesqueleticas 
cilindricas, de 25 nm de diametro, cuya 
pared se compone de la proteina tubu- 
lina. Los microtubulos son pob'meros 
ensamblados de heterodi'meros alfa- 
beta de tubulina dispuestos en hileras, 
o protofilamentos. Debido a su rigidez, 
los microtubulos actuan a menudo en 
la capacidad de andamiaje. (9.3) 
Miofibrillas: fibras delgadas y cilmdricas 
que forman las fibras musculares. Cada 
miofibrilla se compone de ordena- 
mientos repetidos lineales de unidades 
contractiles, llamadas sarcomeras, que 
confieren al musculo esqueletico su 
apariencia estriada. (9.6) 

Miosina: gran familia de proteinas motoras 
que se mueven a lo largo de los microfi- 
lamentos que contienen actina. Casi 
todas las miosinas son motores dirigidos 
hacia el extremo positivo. La miosina 
conventional (miosina II) es la protei- 
na que media la contractilidad muscular, 
asi como ciertos tipos de motilidad no 
muscular, por ejemplo, la citocinesis. Las 
miosinas no convencionales (I y III- 
XVIII) tienen diversas funciones, inclui- 
do el transporte de organelos. (9.5) 
Miosinas convencionales (o tipo II): fami- 
lia de miosinas, identificadas inicialmen- 
te en tejido muscular, que son los 
principals motores para la contraction 
muscular pero tambien se encuentran en 
diversas celulas no musculares. Las mio¬ 
sinas tipo II son necesarias para dividir 
una celula en dos durante la division 
celular, generar tension en las adhesiones 
focales y cambiar el comportamiento de 
los conos de crecimiento. (9.5) 

Miosinas no convencionales (Vease 
Miosina.) 

Mitocondria: organelo celular en el cual 
se realiza la transformation de la ener- 
gia aerobica al oxidarse los intermedia¬ 
ries metabolicos como el piruvato que 
producen ATP. (5.1) 

Mitosis: proceso de division nuclear en el 
cual los cromosomas duplicados se 
separan entre si y producen dos 
nucleos, cada uno con una copia com- 
pleta de todos los cromosomas presen- 
tes en la celula original. (14.2) 

Modelo del mosaico liquido: modelo que 
presenta membranas como estructuras 
dinamicas en las cuales lipidos y pro- 
teinas son moviles y capaces de tener 
movimiento dentro de la membrana 


para interactuar con otras moleculas de 
la membrana. (4.2) 

Modelos animates: animales de laborato¬ 
ry que poseen caracteristicas de alguna 
enfermedad humana particular. (PH2) 
Modifications postraduccionales 

(PTM): cambios en las cadenas latera- 
les de los 20 aminoacidos despues de 
su incorporation en una cadena poli- 
peptidica. (2.5) 

Modulation alosterica: modification 
de la actividad de una enzima a traves de 
la interaction con un compuesto que se 
une a un sitio (p. ej., el sitio alosterico) 
diferente del punto activo. (3.3) 
Moleculas apolares: moleculas con una 
distribution simetrica de cargas debido 
a que los componentes atomicos tienen 
mas o menos las mismas electronegati- 
vidades. (2.1) 

Moleculas del MHC: proteinas codifica- 
das por la region MHC del genoma 
que unen antigenos procesados (pepti- 
dos antigenicos) y los presentan en la 
superficie de la celula. Se dividen en 
dos clases principales, moleculas 
MHC de clase I, que producen casi 
todas las celulas del cuerpo, y molecu¬ 
las MHC de clase II, liberadas por 
celulas presentadoras de antigeno 
(APC) “profesionales”, como macrofa- 
gos y celulas dendriticas. (17.4) 
Moleculas mensajeras extracelulares: el 
medio por el cual las celulas suelen 
comunicarse entre si. Los mensajeros 
extracelulares pueden viajar una corta 
distancia para estimular celulas en 
estrecha proximidad con el origen del 
mensaje, o viajar por todo el cuerpo, y 
potencialmente estimular celulas muy 
distantes de la fuente. (15.1) 

Moleculas polares: moleculas con una 
distribution diferente de carga porque 
los atomos componentes tienen distin- 
tas electronegatividades. (2.1) 
Monosomia: cromosoma complementario 
que pierde un cromosoma; por ejem¬ 
plo, que tenga solo un miembro de uno 
de los pares de cromosomas homolo- 
gos. (PH14) 

Montaje completo: un especimen obser- 
vado con un microscopio optico que es 
un objeto intacto, ya sea vivo o muerto; 
puede tratarse de un organismo intacto 
entero o de pequenas partes de un 
organismo completo. (18.1) 

Motivo: subestructura hallada entre 
muchas proteinas diferentes, como las 
de barril alfa-beta, que poseen cadenas 
beta conectadas por una region de heli- 
ce alfa. (2.5) 

Mundo de RNA: estado propuesto de la 
evolution temprana de la vida, antes de 
la aparicion del DNA y las proteinas, 
en el cual las moleculas de RNA sirvie- 
ron como material genetico y de catali- 
sis. (11.4) 

Mutation: cambio espontaneo en un gen 
que altera a este en forma permanente 


de tal manera que induce un cambio 
hereditario. (10.1) 

Mutaciones en marco de lectura: muta- 
ciones en las cuales un solo par de 
bases se agrega o desaparece del DNA; 
el resultado es un marco de lectura 
incorrecto a partir del punto de muta¬ 
tion a traves del resto de la secuencia 
codificante. (11.8) 

Mutaciones sensibles a la temperatura: 

mutaciones que se expresan solamente 
de manera fenotipica cuando las celu¬ 
las (o los organismos) se cultivan a 
altas temperaturas (restrictivas). En las 
temperaturas bajas (permisivas),la 
proteina codificada es capaz de soste- 
ner y llevar a cabo su actividad, lo que 
lleva a un fenotipo normal. Las muta¬ 
ciones sensibles a la temperatura son 
en particular utiles para estudiar las 
actividades requeridas, como la secre¬ 
tion y replication, debido a que las 
mutaciones “ordinarias” que afectan a 
estos procesos son casi siempre letales. 
(8.2,13.1) 

Mutaciones sin sentido: alteraciones en 
el genoma que producen codones de 
paro dentro de los genes; de esa forma 
dan lugar a la termination prematura 
de una cadena polipeptidica codificada. 
( 11 . 8 ) 

Mutagenesis dirigida al sitio: tecnica de 
investigation que modifica un gen por 
medio de una via predeterminada para 
producir una proteina con un amino- 
acido especifico alterado. (18.18) 

Mutante: individuo que tiene una carac- 
teristica heredable que lo distingue del 
tipo silvestre. (10.1) 

Nanometro: medida de longitud que es 
igual a 10 -9 m. (1.3) 

Nanotecnologia: campo de la ingenieria 
mecanica que trata sobre el desarrollo 
de diminutas “nanomaquinas” capa¬ 
ces de realizar actividades especificas 
en un mundo submicroscopico. (9.1) 

Neurofilamentos: haces laxamente empa- 
cados de filamentos intermedios locali- 
zados dentro del citoplasma de las 
neuronas. Los neurofilamentos tienen 
largos ejes que se orientan paralelos al 
del axon de las celulas nerviosas y estan 
formados por tres proteinas distintas: 
NF-L, NF-H y NF-M. (9.4) 

Neurotransmisor: sustancia quimica que 
se libera a partir de la terminal presi- 
naptica y que se une al bianco celular 
postsinaptico, lo que altera el potential 
de membrana de una celula bianco. 
(4.8) 

Nucleo: organelo que contiene el material 
genetico de una celula eucariota. (1.3) 

Nucleoide: la region no muy bien defini- 
da de una celula procariota que contie¬ 
ne su material genetico. (1.3) 

Nucleolo: estructura nuclear de forma 
irregular que funciona como organelo 
que produce ribosomas. (11.3) 
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Nucleosomas: subunidades repetidas de 
DNA e histonas. Cada nucleosoma 
contiene una parti'cula nuclear del 
nucleosoma, que posee 146 pares de 
bases de DNA superenrollado dos 
veces alrededor del complejo en forma 
de disco de ocho histonas moleculares. 
Las particulas del nucleo del nucleoso¬ 
ma estan conectadas la una con la otra 
por medio de un DNA de union. 

( 12 . 1 ) 

Nucleotido: el monomero de acido 

nucleico integrado por tres partes: un 
azucar (ribosa o desoxirribosa), un 
grupo fosfato y una base nitrogenada, 
con el fosfato unido al azucar en la 
posicion 59 del carbono y a la base en 
la posicion 19 del carbono. (2.5,10.3) 
Numero de recambio: el maximo numero 
de moleculas de sustrato que pueden 
convertirse en un producto por medio 
de una molecula enzimatica por uni- 
dad de tiempo. (3.2) 

Oligosacaridos: cadenas pequenas for- 
madas por azucares unidos de manera 
covalente a lipidos y proteinas; permi- 
ten distinguir un tipo de celula de otro 
y ayudan a mediar las interacciones de 
una celula con sus alrededores. (2.5) 
Oncogenes: genes codificadores de pro- 
teinas que promueven la perdida de 
control de crecimiento y la conversion 
de una celula a un estado maligno. 
Estos genes tienen la capacidad de 
transformar a las celulas. (16.3) 
Operador: sitio de union para represores 
bacterianos ubicados entre el sitio de 
union a la polimerasa y el primer gen 
estructural. (12.2) 

Operon: complejo funcional en un cro- 
mosoma bacteriano que comprende un 
grupo de genes que incluye genes 
estructurales, una region promotora, 
una region operadora y un gen de 
regulacion. (12.2) 

Operon inducible: operon en el cual la 
presencia de una sustancia metabolica 
clave induce la transcripcion del gen 
estructural. (12.2) 

Organelos: estructuras intracelulares de 
las celulas eucariotas con caracteristicas 
definidas que tienen organization y 
funcion diversas; son membranosas o 
estan unidas a las membranas. (1.3) 
Organismos modelo: organismos utiliza- 
dos con amplitud por los investigadores 
de tal forma que se conoce mucho 
acerca de su biologia. Estos organismos 
tienen propiedades que los hacen exce- 
lentes sujetos de investigation. Tales 
organismos incluyen la bacteria E. coli, 
la levadura S. cerevisiae, el nematodo C. 
elegans, la mosca de la fruta D. melano- 
gaster, la planta de la mostaza^. thalia- 
na, y el raton M. musculus. (1.3) 

Origen de duplication: sitio espetifico 
del cromosoma bacteriano en que se 
inicia la duplication. (13.1) 


Osmosis: la propiedad del agua de pasar a 
traves de una membrana semipermea- 
ble de una region de baja concentra¬ 
tion de solutos a otra de gran 
concentration, con la tendencia a que 
las concentraciones de solutos en los 
dos compartimientos se igualen al 
final. (4.7) 

Oxidation: proceso a traves del cual un 
atomo pierde uno o mas electrones que 
dona a otro atomo; el atomo que gana 
electrones se considera reducido. (3.3) 

P680: reaction central del fotosistema II. 
La “P” se refiere al pigmento y “680” es 
la longitud de onda de luz que esta 
molecula absorbe mas fuertemente. 
(6.4) 

P700: reaction central del fotosistema I. 
La “P” alude al pigmento y “700” es la 
longitud de onda de luz que esta mole¬ 
cula absorbe con mayor fuerza. (6.4) 
Pared celular: estructura rigida e inerte 
que provee el andamiaje y la protection 
a la celula. (7.6) 

Paredes primarias: paredes de una celula 
de planta en crecimiento. Permiten la 
extensibilidad. (7.6) 

Paredes secundarias: son las paredes 
celulares gruesas de las celulas de plan- 
tas maduras. (7.6) 

Particula de reconocimiento de senal: 

parti'cula que posee seis distintos poli- 
peptidos y una molecula pequena de 
RNA llamada RNA 7S, que reconoce 
la secuencia de senal conforme emerge 
del ribosoma. La particula de reconoci¬ 
miento de senal se une a la secuencia 
de senal y luego a una membrana del 
reticulo endoplasmico. (8.3) 

Patogeno: cualquier agente capaz de 
causar infection o enfermedad en una 
celula u organismo. (2.5) 

Pectinas: clase heterogenea de polisacari- 
dos con carga negativa que constituyen 
la matriz de la pared celular vegetal. 

Las pectinas retienen agua y forman 
un gel que llena los espacios entre los 
elementos fibrosos. (7.6) 
Peptidiltransferasa: portion de la unidad 
ribosomica grande que es responsable 
de catalizar la formation de enlaces 
peptidicos; la peptidiltransferasa reside 
activamente en la molecula de RNA 
ribosomico grande. (11.8) 

Periodo refractario: breve periodo que 
sigue al final de un potential de action; 
durante el una celula excitable no pue- 
de reestimularse por arriba del umbral. 
(4.8) 

Peroxisomas (microcuerpos): organelos 
simples del citoplasma, multifunciona- 
les y unidos a la membrana, que llevan 
a cabo diversos ordenamientos de 
reacciones metabolicas, entre ellos la 
oxidation del sustrato que desemboca 
en la formation de peroxido de hidro- 
geno. Por ejemplo, los peroxisomas son 
el sitio de oxidation de cadenas muy 


largas de acidos grasos y de la oxida¬ 
tion del acido urico y la sintesis de 
plasmalogenos. Los glioxisomas de las 
plantas, que efectuan el ciclo del glioxi- 
lato, son un tipo de peroxisomas. (5.6) 
pH: medida estandar de la acidez relativa, 
que en terminos matematicos es igual a 
-l°g[H + ]. (2.3) 

Pigmentos: moleculas que poseen un 
cromoforo, es decir, un grupo quimico 
capaz de absorber luz de una longitud 
de onda particular del espectro visible. 

(6.3) 

Pinza (3: uno de los componentes no cata- 
liticos del replisoma que rodea al DNA 
y mantiene la polimerasa en contacto 
con la plantilla de DNA. (13.1) 

Pinza deslizante: proteina en forma de 
anillo que desempena una funcion de 
importancia en la replication del DNA 
al tomar este DNA y aproximarlo a la 
polimerasa que replica el DNA. (13.1) 
Pirimidina: una clase de base nitrogenada 
hallada en los nucleotidos con una 
estructura de anillo unico, incluidas 
citosina y timidina, las cuales se 
encuentran en el DNA, y citosina y 
uracilo, que se hallan en el RNA. (2.5, 
10.3) 

Placa celular: estructura formada entre el 
citoplasma de dos celulas hijas recien 
formadas para dar lugar a una nueva 
pared celular en las celulas vegetales. 

(7.6.14.3) 

Plantas C 3 : plantas que dependen solo de 
la via C 3 para fijar C0 2 atmosferico. 
( 6 . 6 ) 

Plantas C 4 : plantas, sobre todo pastos 
tropicales, que emplean la via de fija¬ 
cion de carbon C 4 . (6.6) 

Plantas CAM: aquellas que utilizan car- 
boxilasa de PVE en la fijacion de C0 2 , 
tal y como lo hacen las plantas C4, 
pero llevan a cabo las reacciones 
dependientes de luz y la fijacion de 
carbono en diferentes momentos del 
dia, asi que los estomas pueden cerrarse 
durante las horas mas importantes para 
la perdida de agua. (6.6) 

Plantilla o molde: cadena individual de 
DNA (o RNA) que contiene la infor¬ 
mation (codificada como una secuen¬ 
cia de nucleotidos) para construir una 
cadena complementaria. (13.1) 
Plasmodesmas: canales citoplasmicos 
cih'ndricos, de 30 a 60 nm de diametro, 
que conectan a la mayoria de las celulas 
de plantas y se extienden entre celulas 
adyacentes directamente a traves de la 
pared celular. Los plasmodesmas estan 
alineados con la membrana plasmatica 
y por lo general contienen una particu¬ 
la central densa; el desmotubulo, deri- 
vado del reticulo endoplasmico de dos 
celulas. (7.5) 

Plasmolisis: encogimiento que ocurre 
cuando una celula vegetal se coloca en 
un medio hipertonico; su volumen 
disminuye a medida que la membrana 
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plasm atica se retrae alejandose de la 
pared celular circundante. (4.7) 

Plegamiento: se dice que los dominios 
que se agrupan en la misma familia 
y que tienen un esqueleto que se pliega 
aproximadamente en la misma confi¬ 
guration comparten un plegamiento 
comiin. (2.5) 

Polimerasa de RNAI: enzima de trans¬ 
cription encontrada en las celulas 
eucariotas que sintetiza un RNA ribo- 
somal grande (28S, 18S y 5.8S). (11.3) 

Polimerasa de RNA II: enzima de trans¬ 
cription hallada en celulas eucariotas 
que sintetiza los RNA mensajeros y la 
mayoria de los RNA pequenos nuclea- 
res. (11.4) 

Polimerasa de RNA III: enzima de trans¬ 
cription encontrada en celulas eucario¬ 
tas que sintetiza diferentes RNA de 
transferencia y el RNA ribosomal 5S. 
(11.3) 

Polimerasas de DNA: enzimas encarga- 
das de la formation de nuevas cadenas 
de DNA durante la replicacion o la 
reparation del DNA. (13.1) 

Polimerasas de RNA dependientes de 
DNA (polimerasas de RNA): enzimas 
cuya funcion es la transcripcion en 
celulas procariotas y eucariotas. (11.2) 

Polimorfismo genetico: sitios del genoma 
que varian con gran frecuencia entre 
diferentes individuos en las poblacio- 
nes de una especie. (PH10) 

Polimorfismos de un solo nucleotido: 
sitios del genoma donde las bases 
alternas se encuentran con gran fre¬ 
cuencia en la poblacion. Los polimor¬ 
fismos de un solo nucleotido son 
excelentes marcadores geneticos para 
los estudios de mapeo en el genoma. 
( 10 . 6 ) 

Poliploidizacion (duplicacion del geno¬ 
ma por completo): fenomeno en el 
cual los descendientes tienen dos veces 
el numero de cromosomas en cada 
celula respecto de sus progenitores 
diploides. Puede ser un paso importan- 
te en la evolution de nuevas especies. 

(10.5) 

Polirribosoma (polisoma): complejo 
formado por un mRNA y diferentes 
ribosomas en el proceso de traduction 
del mRNA. (11.8) 

Polisacarido: polimero de unidades azu- 
car unidas por enlaces glucosidicos. 

(2.5) 

Porinas: proteinas integrales encontradas 
en las mitocondrias y cloroplastos de la 
membrana externa que actuan como 
canales grandes no selectivos. (5.1) 

Potencial de accion: cambios generates 
del potencial de membrana, que 
comienzan con la despolarizacion y 
terminan con el retorno al potencial de 
reposo, se efectuan con la estimulacion 
de una celula excitable y actuan como 
la base de la comunicacion neuronal. 
(4.8) 


Potencial de membrana: la diferencia de 
potencial electrico a traves de la mem¬ 
brana. (4.8) 

Potencial de oxidorreduccion (redox): la 

separacion de carga, medida en voltaje, 
de cualquier par de agentes oxidorre- 
ductivos, como NAD + y NADH, en 
relation con un estandar (p. ej., H + y 

H 2 ). (5.3) 

Potencial de reposo: la diferencia de 
potencial electrico medida en una 
celula excitable cuando no esta sujeta a 
estimulacion externa. (4.8) 

Potencial de transferencia: medida de la 
capacidad de una molecula para trans- 
ferir cualquier grupo a otra molecula; 
las moleculas que tienen una gran 
afinidad por el grupo son los mejores 
aceptores y las moleculas con baja 
afinidad los mejores donantes. (3.3) 
Potencial de transferencia de electrones: 
afinidad relativa por los electrones, 
como la que tiene un compuesto de 
baja afinidad con un potencial elevado 
para transferir uno o mas electrones en 
una reaction de oxidorreduccion (y que 
actua como un agente reductor). (5.3) 
Pre-RNA: molecula de RNA que no se 
ha procesado a su forma madura final 
(p. ej., pre-mRNA, pre-rRNA o 
pre-tRNA). (11.4) 

Presion de turgencia: presion hidrostatica 
que se crea en una celula vegetal debi- 
do al estado hipertonico del comparti- 
miento intracelular. La presion de 
turgencia se ejerce contra la pared celu¬ 
lar circundante y provee un apoyo al 
tejido de la planta. (4.7) 

Primasa: tipo de polimerasa de RNA que 
ensambla los iniciadores de RNA cor- 
tos que comienzan la sintesis de cada 
uno de los fragmentos de Okazaki de 
la cadena retrasada. (13.1) 

Primera ley de la termodinamica: la ley 
de la conservacion de la energia, segun 
la cual los estados de la energia no 
pueden ni crearse ni destruirse. (3.1) 
Prion: agente infeccioso relacionado con 
ciertas enfermedades degenerativas de 
mamiferos compuesto solo de protei¬ 
nas. (PH2) 

Procesivo: termino aplicado a las protei¬ 
nas (p. ej., cinesina o polimerasa de 
RNA) que son capaces de moverse a 
distancias considerables a lo largo de 
su trayecto o molde (p. ej., microtubulo 
o molecula de DNA) sin disociarse de 
el. (9.3,11.2) 

Profase: primer estado de la mitosis duran¬ 
te la cual los cromosomas duplicados se 
preparan por segregation y la maquina- 
ria mitotica se ensambla. (14.2) 
Prometafase: fase de la mitosis durante la 
cual se forma el huso mitotico definiti¬ 
ve y los cromosomas se mueven a una 
position central de la celula. (14.2) 
Promotor: sitio en el DNA en el que una 
molecula de polimerasa de RNA se 
une antes de iniciar la transcripcion. El 


promotor contiene informacion que 
determina cual de las dos cadenas de 
DNA se transcribe y el sitio en el cual 
comienza la transcripcion. (11.2,12.2) 
Proteina conjugada: proteina unida de 
manera covalente o no covalente a 
otras sustancias ademas de los amino- 
acidos, tales como metales, acidos 
nucleicos, lipidos y carbohidratos. (2.5) 
Proteina de fijacion de lipidos: proteina 
relacionada con la membrana ubicada 
fuera de la bicapa, pero unida de forma 
covalente a una molecula lipidica den- 
tro de la bicapa. (4.4) 

Proteina fibrosa: proteina con estructura 
terciaria que se elonga en sumo grado, 
de tal modo que semeja una fibra. (2.5) 
Proteina fluorescente verde: proteina 
fluorescente que codifica la medusa 
Aequoria victoria y que se usa en exten- 
so para estudiar los sucesos de las celu¬ 
las vivas. En la mayoria de los casos el 
gen que codifica a esta proteina se 
fusiona con el gen de interes, y el DNA 
que contiene las proteinas de fusion se 
introduce dentro de las celulas bajo 
estudio. (8.2) 

Proteina G: vease proteina de union a 
GTP. 

Proteina G heterotrimerica: componente 
de ciertos sistemas de serialization, 
referidos como proteinas G debido a 
que unen nucleotidos de guanina 
(GDP o GTP); se describen como 
heterotrimericos porque todos sus 
integrantes poseen tres diferentes 
subunidades de polipeptidos. (15.3) 
Proteina globular: proteina con una 
estructura terciaria que es compacta y 
semeja un globo. (2.5) 

Proteina integral: proteina relacionada 
con la membrana que penetra o atra- 
viesa la bicapa lipidica. (4.4) 

Proteina motora: aquella proteina que 
utiliza la energia de la hidrolisis del 
ATP para generar fuerzas mecanicas 
para el movimiento de proteinas y unir 
cargamentos a lo largo de uno de los 
componentes del citoesqueleto. Se 
conocen tres familias de proteinas 
motoras: cinesinas y dineinas que se 
mueven por los microtubulos y miosi- 
nas que lo hacen por los microfilamen- 
tos. (9.3) 

Proteina naciente: proteina en el proceso 
de sintetizarse, por ejemplo, la que no 
esta completa aun. (11.8) 

Proteina periferica: proteina relacionada 
con membranas que se halla fuera de la 
bicapa lipidica e interactua a traves de 
enlaces no covalentes. (4.4) 

Proteina reguladora de genes: proteina 
capaz de reconocer una secuencia espe- 
cifica de pares de bases dentro del 
DNA y unirse a la secuencia con alta 
afinidad de tal modo que se altera la 
expresion de los genes. (12.3) 
Proteinas: grupos diversos, en los sentidos 
estructural y funcional, de polimeros 
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construidos de monbmeros de amino- 
acidos. (2.5) 

Proteinas activadoras de GTPasa: pro¬ 
teinas que se unen a las proteinas G, 
con lo cual activan su actividad de 
GTPasa. Como resultado, las proteinas 
activadoras de GTPasa acortan la 
duration de la respuesta mediada por 
proteinas G. (15.4) 

Proteinas de fijacion a GPI: proteinas 
perifericas de membrana fijadas a la 
membrana por medio de una molecula 
de glucofosfatidilinositol de la bicapa. 


Proteinas de hierro-azufre: grupo de pro¬ 
teinas portadoras de electrones con un 
centra inoreanico de hierro-azufre. 

( 5 . 5 ) 

Proteinas de union a actina: cualesquiera 
de las casi 100 proteinas pertenecientes 
a diferentes familias que afectan el 
ensamble de los filamentos de actina, 
sus propiedades fisicas y su interaccion 
entre si y con los organelos celulares. 
(97) 

Proteinas de union a calcio: proteinas, 
como la calmodulina, que unen calcio y 
permiten que el calcio participe en 
gran variedad de respuestas celulares. 

(15.5) 


Proteinas de union a DNA de cadena 
sencilla: proteinas que facilitan la 
separacion de las cadenas de DNA por 
medio de su union a DNA de cadena 
sencilla; ello las mantiene en un estado 
extendido e impide su revinculacion. 

(13.1) 

Proteinas de union a GTP (o proteinas 

G): con funciones reguladoras clave en 
muchos procesos celulares distintos, las 
proteinas G pueden existir cuando 
menos en dos conformaciones alterna- 
tivas, una forma activa unida a una 
molecula de GTP, y una forma inactiva 
unida a una molecula de GDP. (8.3) 
Proteinas que transfieren fosfolipidos: 
proteinas cuya funcion es transportar 
fosfolipidos especificos a traves del 
citosol acuoso de un tipo de comparti- 
miento membranoso a otro. (8.3) 
Proteinas relacionadas con microtubulos 
(MAP): proteinas que son parte de las 
tubulinas contenidas en los microtubu¬ 
los obtenidos de las celulas. Las MAP 
pueden interconectar microtubulos 
para formar asas o ramilletes, y obser- 
varse como puentes cruzados que 
conectan microtubulos entre si. Otras 
MAP pueden incrementar la estabili- 
dad de los microtubulos, alterar su 
rigidez o modificar la velocidad de su 
ensamble. (9.3) 

Proteintirosincinasa: enzima que fosfori- 
la residuos de tirosina especificos de 
otras proteinas. (15.4) 
Proteintirosincinasas receptoras (o 

RTK): receptores de superficie celular 
capaces de fosforilar residuos tirosina 
por si solos, en sustratos citoplasmicos, 


o ambas cosas. Intervienen principal- 
mente en el control de la proliferacion 
y la diferenciacion celulares. (15.4) 
Proteoglucano: complejo polisacarido- 
proteina integrado por un nucleo de 
proteinas al que se agregan cadenas de 
glucosaminoglucanos. Debido a la 
naturaleza acidica de los glucosamino¬ 
glucanos, los proteoglucanos son capa¬ 
ces de construir gran numero de 
cationes, los cuales atraen gran canti- 
dad de moleculas de agua. Como resul¬ 
tado, los proteoglucanos forman un gel 
hidratado y poroso que actua como un 
material de “empaquetamiento” para 
resistir la compresion. (7.1) 

Proteoma: inventario completo de protei¬ 
nas de un organismo particular, tipo 
celular u organelo. (2.5) 

Proteomica: campo emergente de la bio- 
quimica de las proteinas que realiza 
estudios a gran escala en diversas mez- 
clas de proteinas. (2.5) 

Proteosoma: complejo multiproteinico en 
forma de barril en el que las proteinas 
citoplasmicas se degradan. Las protei¬ 
nas seleccionadas para destruccion se 
unen a las moleculas de ubiquitina y se 
transfieren a la camara central del 
proteosoma. (12.7) 

Protofilamentos: subunidades globulares 
de ordenamientos longitudinales de un 
microtubulo que estan alineadas de 
forma paralela al eje del tubulo. (9.3) 
Protooncogenes: variedad de genes que 
tienen el potencial de cambiar las acti- 
vidades propias de las celulas y derivar- 
las a los estados malignos. Los 
protooncogenes codifican proteinas 
que tienen distintas funciones en la 
celula normal. Pueden convertirse en 
oncogenes. (16.3) 

Protoplasto: celula desnuda de planta a 
cuya pared celular la ha digerido la 
enzima celulasa. (18.5) 

Protoplastos: precursores no pigmentados 
de cloroplastos. (6.1) 

Provirus: termino utilizado para un DNA 
virico cuando este se ha integrado al 
cromosoma de una celula hospedadora. 
(1.4) 

Puente de hidrogeno: aquel que tiene una 
debil interaccion por atraccion entre 
un atomo de hidrogeno unido de for¬ 
ma covalente a un atomo electronega¬ 
tive (con una carga parcial positiva) y 
un segundo atomo electronegativo. 
( 2 . 2 ) 

Puente disulfuro: se forma entre dos 
cisteinas que estan distantes entre si en 
el esqueleto polipeptidico o en dos 
polipeptidos separados. Ayudan a esta- 
bilizar las intrincadas formas de las 
proteinas. (2.5) 

Punto de control: mecanismo que detiene 
el progreso del ciclo celular si: a) cual- 
quier DNA cromosbmico se dana o b) 
ciertos procesos criticos, como la repli- 
cacion del DNA o el alineamiento de 


los cromosomas durante la mitosis, no 
se completan de modo apropiado. 

(14.1) 

Punto de revision del huso: punto de 
revision que opera en la transicion 
entre metafase y anafase; se observa 
mejor cuando un cromosoma no puede 
alinearse correctamente en la placa de 
metafase. (14.2) 

Punto isoelectrico: valor del pH en el 

cual las cargas negativas del compo- 
nente aminoacidico de una proteina 
igualan las cargas positivas, de manera 
que la proteina tiene un valor neutral. 
(18.7) 

Purina: una clase de base nitrogenada 
encontrada en los nucleotidos con 
estructura de doble anillo, incluidas 
adenina y guanina, que se encuentran 
en el DNA y RNA. (2.5,10.3) 

Quiasma: puntos especificos de la union 
entre los cromosomas homologos biva- 
lentes, observados a medida que los 
cromosomas homologos se mueven en 
el inicio del estado de diploteno de la 
profase meiotica 1. Por lo general, los 
quiasmas se ubican en el sitio del cro¬ 
mosoma en el cual ocurre de modo 
previo el intercambio genetico durante 
el entrecruzamiento. (14.3) 
Quimioautotrofo: es un autotrofo que 
emplea la energia almacenada en mole¬ 
culas inorganicas (p. ej., amonio, sulfito 
de hidrogeno o nitritos) para convertir 
C0 2 en compuestos organicos. (6) 
Quimioosmosis: mecanismo para la sinte- 
sis de ATP en que el movimiento de los 
electrones a traves de las cadenas trans- 
portadoras de electrones resulta en el 
establecimiento de un gradiente de 
protones por medio de la membrana 
interna mitocondrial; el gradiente actua 
como un intermediario de alta energia y 
relaciona la oxidacion de los sustratos 
con la fosforilacion del ADP. (VE5) 

Rabs: familia de proteinas G monomeri- 
cas que participan en el trafico de vesi- 
culas. (8.5) 

Radicales libres: atomos o moleculas 
sumamente reactivos que contienen un 
solo electron no pareado. (PH2) 

Ran: proteina de union a GTP que existe 
en forma activa, unida a GTP, o inacti¬ 
va, unida a GDP. Regula el transporte 
nucleoplasmico. (12.1) 
rDNA: secuencias de DNA codificadoras 
de rRNA que habitualmente estan 
repetidas cientos de veces y de manera 
caracteristica se agrupan en una o 
pocas regiones del genoma. (11.3) 
Reaccion al choque termico: activacion 
de la expresion de un ordenamiento de 
diversos genes, en respuesta a la eleva- 
cion de la temperatura. Entre los pro- 
ductos de estos genes figuran las 
chaperonas moleculares, que ayudan al 
organismo a recobrarse de los efectos 
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daninos de la temperatura elevada. 

(VE2) 

Reaccion de oxidorreduccion (redox): 

reaccion en la cual sucede un cambio 
en el estado electronico de los reactan- 
tes.(3.3) 

Reaccion en cadena de la polimerasa: 

tecnica en la cual una sola region del 
DNA, que puede estar presente en 
diferentes cantidades, puede amplifi- 
carse con precision y rapidez. (18.14) 

Reaccion inmunitaria: respuesta genera- 
da por las celulas del sistema inmunita- 
rio en contacto con materiales 
extranos, entre ellos los patogenos 
invasores. Incluye las respuestas innatas 
y adquiridas. Las reacciones inmunita- 
rias adquiridas pueden dividirse en 
respuestas primarias, que siguen a la 
exposicion inicial a un antigeno, y 
respuestas secundarias, que aparecen 
despues de una nueva exposicion a ese 
antigeno. (17.1) 

Reaccion inmunitaria adaptativa: res¬ 
puesta especifica a un patogeno que 
exige la exposicion previa a ese agente; 
incluye las respuestas mediadas por 
anticuerpos y linfocitos T. (17) 

Reaccion inmunitaria innata: aquella 
respuesta inespecifica a un patogeno 
que no requiere la exposicion previa a 
este agente, incluida la respuesta 
mediada por celulas asesinas naturales, 
complemento, fagocitosis e interferon. 
(17.1) 

Reacciones dependientes de la luz: pri- 
mera de dos series de reacciones que 
componen la fotosintesis. En estas 
reacciones, la energia de la luz solar se 
absorbe y convierte a energia quimica, 
que se almacena en ATP y NADPH. 
( 6 . 2 ) 

Reacciones endergonicas: reacciones que 
no son favorables desde el punto de 
vista termodinamico y no pueden ocu- 
rrir de manera espontanea; poseen un 
valor +AG. (3.1) 

Reacciones endotermicas: las que experi- 
mentan ganancia de calor bajo condi- 
ciones constantes de presion y 
volumen. (3.1) 

Reacciones espontaneas: reacciones que 
son favorables desde el punto de vista 
termodinamico y que ocurren sin nin- 
guna entrada de energia externa. (3.1) 

Reacciones exergonicas: reacciones que 
son favorables en sentido termodina¬ 
mico y poseen un valor -AG. (3.1) 

Reacciones exotermicas: reacciones que 
liberan calor bajo condiciones de pre¬ 
sion y volumen constantes. (3.1) 

Reacciones independientes de la luz: 
segunda de las dos series de reacciones 
que componen la fotosintesis. En estas, 
los carbohidratos se sintetizan a partir 
del dioxido de carbono mediante la 
energia almacenada en el ATP y 
NADPH formados en las reacciones 
de la luz. (6.2) 


Recambio: destruccion de materiales 
celulares y su remplazo. (8.7) 

Receptor: cualquier sustancia que pueda 
unirse a una molecula especifica (ligan- 
do); a menudo lleva a la captacion o 
transduction de senal. (4.1,15.1) 

Receptor de celulas T: proteinas halladas 
en la superficie de los linfocitos T que 
median la interaction con celulas espe- 
cificas que unen antigenos. Como la 
inmunoglobulina de las celulas B, estas 
proteinas se forman a partir de un 
proceso de reordenamiento del DNA 
que genera un sitio de combinacion 
antigenico especifico. El receptor de 
celulas T posee dos subunidades, cada 
una con dos dominios, uno variable y 
otro constante. (17.3) 

Receptor de SRP: situado dentro de la 
membrana del ER, el receptor de SRP 
se une especificamente al complejo 
SRP-ribosoma. (8.3) 

Receptores acoplados a proteinas G: 
grupo de receptores relacionados que 
cruzan la membrana plasmatica siete 
veces. La union del ligando al receptor 
especifico causa un cambio en la con¬ 
formation del receptor que incrementa 
su afinidad por la proteina G e inicia 
una respuesta dentro de la celula. 

(15.3) 

Receptores tipo Toll (TLR): tipo de 
receptor de agentes patogenos. El ser 
humano expresa cuando menos 10 
TLR funcionales, todos ellos proteinas 
transmembrana presentes en las super¬ 
ficies de muchos tipos distintos de 
celulas. (17.1) 

Recombination genetica (entrecruza- 
miento): intercambio de los genes en 
cromosomas (de tal forma que se altera 
el ligamento de grupos) como resulta- 
do de la rotura y reunion de segmentos 
de cromosomas homologos. (10.6) 

Recuperation de fluorescencia despues 
de fotoblanqueamiento: tecnica para 
estudiar el movimiento de los compo- 
nentes de la membrana que incluye 
tres etapas: a) union de los componen- 
tes de la membrana a un colorante 
fluorescente, b) blanqueamiento irre¬ 
versible (remocion de la fluorescencia 
visible) de una porcion de la membra¬ 
na, c) evaluation de la reaparicion de la 
fluorescencia (debido al movimiento 
aleatorio de los componentes tenidos 
con fluorescencia de la parte externa 
del area blanqueada) en una porcion 
blanqueada de la membrana. (4.6) 

Red de Golgi cis (CGN): cara mas cis del 
organelo constituido por la red inter- 
conectada de tubulos localizados en la 
cara de entrada mas cerca del ER. Se 
piensa que la CGN funciona principal- 
mente como una estacion clasificadora 
que distingue entre proteinas que 
deberan reenviarse al ER y las que se 
permitiran que continuen hasta la 
siguiente estacion de Golgi. (8.4) 


Red de Golgi trans: red de elementos 
tubulares interconectados en el extre- 
mo trans del aparato de Golgi que 
segrega y ubica a las proteinas para 
llevarlas a su ultimo destino celular o 
extracelular. (8.4) 

Reduction: proceso a traves del cual un 
atomo gana uno o mas electrones de 
otro atomo; el atomo que pierde elec¬ 
trones se considera oxidado. (3.3) 
Regiones constantes: hace referenda a las 
porciones ligera y pesada de un anti- 
cuerpo cuyas cadenas polipeptidicas 
tienen la misma secuencia aminoacidi- 
ca. (17.4) 

Regiones hipervariables: regiones varia¬ 
bles de los anticuerpos que difieren de 
manera mas significativa en secuencia 
de una molecula a otra y se relacionan 
con la especificidad de antigeno. (17.4) 
Regiones no traducidas: segmentos no 
codificantes contenidos en los extre- 
mos 5' y 3' terminales de los mRNA. 
( 12 . 6 ) 

Regiones variables: porciones de las 
cadenas polipeptidicas de anticuerpos 
ligeras y pesadas que difieren en la 
secuencia aminoacidica de un anticuer- 
po especifico a otro. (17.4) 

Relation de area de superficie/volumen: 
proportion existente entre las dimen- 
siones celulares que indica como una 
celula puede de forma efectiva inter- 
cambiar sustancias con su ambiente. 
(L3) 

Renaturalizacion: revinculacion de cade¬ 
nas complementarias sencillas de DNA 
de doble helice desnaturalizadas de 
manera previa. (10.3) 

Renaturalizacion (recocido): revincula¬ 
cion de moleculas de DNA monocate- 
nario complementarias que habian sido 
desnaturalizadas. (10.4) 

Reparation de la mala union: sistema de 
reparation del DNA que remueve 
bases mal pareadas, que luego incorpo¬ 
ra la polimerasa de DNA y que esca- 
pan de la enzima exonucleasa de 
lectura y correction. (13.2) 

Reparation por elimination de bases 
(BER): mecanismo de corte y pegado 
para la elimination de DNA de 
nucleotidos alterados, por ejemplo, el 
uracilo (formado a partir de la citosina) 
y 8-oxo-guanina. (13.2) 

Reparation por elimination de nucleoti¬ 
dos: mecanismo de corte y union para 
remover del DNA diversas lesiones 
voluminosas, por ejemplo, dimeros de 
pirimidina formados por la radiation 
ultravioleta. (13.2) 

Repeticiones en tandem: grupo en el cual 
una secuencia repetida continua sin 
interruption. (10.3) 

Replica: molde que se forma a partir de 
metal y carbon en la superficie de un 
tejido; se utiliza en microscopia elec- 
tronica. Las divergencias del grosor del 
metal en diferentes partes del molde 
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dan lugar a diversos numeros de elec- 
trones de penetration en cada vista del 
escrutinio. (18.2) 

Replication: duplication del material 
genetico. (13) 

Represor: proteina reguladora de un gen 

que se une al DNA e inhibe la trans¬ 
cription. (12.2) 

Resolution: capacidad de ver dos puntos 
contiguos en un campo visual como 
entidades distintas. (18.1) 

Respuesta a las proteinas no plegadas 
UPR: reaction que ocurre en las celu- 
las cuyas cisternas del retlculo endo¬ 
plasmico contienen una concentracion 
muy alta de proteinas no plegadas o 
mal plegadas. Los sensores que detec- 
tan lo anterior activan una via que lleva 
a la slntesis de proteinas (p. ej., chape- 
ronas moleculares) que pueden elimi- 
nar el estres en el retlculo 
endoplasmico. (8.3) 

Retlculo endoplasmico: sistema de tubu- 
los, cisternas y veslculas que divide el 
contenido b'quido del citoplasma en un 
espacio luminal dentro de la membrana 
del retlculo endoplasmico y un espacio 
citosobco fuera de las membranas. (8.3) 
Retlculo endoplasmico liso (SER): parte 
del retlculo endoplasmico libre de 
ribosomas. Los elementos membrano- 
sos del SER son casi siempre tubulares 
y forman un sistema interconectado de 
tubos a traves del citoplasma en el cual 
se forman. Las funciones del SER 
varlan de una celula a otra e incluyen la 
slntesis de hormonas esteroideas, des- 
toxificacion de una amplia variedad de 
compuestos organicos, movilizacion de 
glucosa a partir de la glucosa 6-fosfato 
y el secuestro de iones de calcio. (8.3) 
Retlculo endoplasmico rugoso (RER): 
parte del retlculo endoplasmico que 
tiene ribosomas relacionados. El RER 
aparece como un organelo que se 
extiende a partir de la membrana y se 
compone de manera primaria de sacos 
aplanados (cisternas) separados por 
espacios citosobcos. Las funciones del 
RER incluyen la slntesis de proteinas 
de secrecion, proteinas lisosomales, 
proteinas integrates de membrana y 
llpidos de membrana. (8.3) 

Retlculo sarcoplasmico: sistema de 
membranas citoplasmicas del retlculo 
endoplasmico liso en las celulas mus- 
culares que forma un aparato membra- 
noso alrededor de las miofibrillas. (9.6) 
Retrotransposones: elementos transponi- 
bles que requieren la transcriptasa 
inversa para sus movimientos. (10.5) 
Ribointerruptores: mRNA que, una vez 
unidos a un metabolito, experimentan 
un cambio en su conformacion plegada 
que les permite modificar la expresion 
de un gen que participa en la produc¬ 
tion de ese metabolito. La mayorla de 
los ribointerruptores suprimen la 
expresion genica bloqueando el fin de 


la transcription o el inicio de la traduc¬ 
tion. (12.3) 

Ribozima: molecula de RNA que funcio- 
na como un catalltico en las reacciones 
celulares. (2.5) 

RNA de interferencia (RNAi): fenomeno 
que ocurre de manera natural en el cual 
los RNA de doble cadena (dsRNA) 
llevan a la degradacion de los mRNA 
que tienen propiedades identicas. Los 
RNAi funcionan al parecer de manera 
primaria en el bloqueo de la replication 
de los virus y la restriction del movi- 
miento de los elementos transponibles; 
en ambos participa la formation de 
intermediaries de dsRNA. Las celulas 
de mamlfero pueden elaborar un RNAi 
por medio del tratamiento de las celulas 
con RNA muy pequenos (21 nt). Estos 
pequenos RNA (siRNA) inducen la 
degradation de los mRNA que contie¬ 
nen la misma secuencia. (11.5) 

RNA de interferencia pequenos 
(siRNA): fragmentos bicatenarios 
pequenos (21 a 23 nucleotidos) que se 
forman cuando el RNA bicatenario 
inicia la respuesta durante el silencia- 
miento por RNA. (11.5) 

RNA de transference (tRNA): familia de 
RNA pequenos que traducen la infor¬ 
mation codificada en el “alfabeto” de 
nucleotidos de un mRNA dentro del 
“alfabeto” de aminoacidos de un poli- 
peptido. (11.1) 

RNA mensajero (mRNA): molecula 
intermedia entre un gen y el polipepti- 
do al que codifica. El RNA mensajero 
se ensambla como una copia comple¬ 
mentary de una de las dos cadenas de 
DNA que codifica el gen. (11.1) 

RNA nucleares heterogeneos (hnRNA): 
un gran grupo de moleculas de RNA 
que comparten las siguientes propieda¬ 
des: a) tienen elevado peso molecular 
(hasta unos 80S, o 50 000 nucleotidos; 
b) representan muchas secuencias 
nucleotidicas distintas, y c) solo se 
encuentran en el nucleo. Se incluyen 
los pre-mRNA. (11.4) 

RNA nucleares pequenos (snRNA): 
RNA necesarios para el procesamiento 
de mRNA; son pequenos (90 a 300 
nucleotidos de longitud) y funcionan 
en el nucleo. (11.4) 

RNA nucleolares pequenos (snoRNA): 

RNA requeridos para la mediation y 
seudouridilacion del pre-rRNA duran¬ 
te la formation del ribosoma en el 
nucleolo. (11.3) 

RNAribosomicos (rRNA): los RNA de 

un ribosoma. Los rRNA reconocen 
otras moleculas y se unen a ellas, dan 
soporte estructural y catalizan la reac¬ 
tion quimica en que los aminoacidos 
forman enlaces covalentes entre si. 
( 11 . 1 ) 

Rotura de la envoltura nuclear: desen- 
samble de la envoltura nuclear en el 
extremo de la profase. (14.2) 


Roturas de la doble cadena: dano ocasio- 
nado al DNA casi siempre por la 
radiation ionizante y que interviene en 
la fractura de las dos cadenas de la 
doble helice. Las roturas de la doble 
cadena pueden ser debifitantes en una 
celula y en su reparation participan por 
lo menos dos sistemas de reparation 
distintos. (13.2) 

Sarcomeras: unidades contractiles de 
miofibrillas matizadas con un patron 
caracteristico de bandas que confiere al 
musculo esqueletico su aspecto estria- 
do. (9.6) 

Section: corte muy delgado de tejido de 
una planta o animal. (18.1) 

Secciones seriales: una serie de cortes 
sucesivos de un bloque de tejido. (18.1) 
Secrecion: liberation hacia afuera de la 
celula. (8.1) 

Secrecion constitutiva: liberation de 
materiales sintetizados en la celula en 
el espacio extracelular de una manera 
continua y no regulada. (8.1) 

Secrecion regulada: liberation de los 
materiales sintetizados en las celulas, 
almacenados en granulos de secretion y 
rodeados de membrana en las regiones 
perifericas del citoplasma; ocurre como 
reaction a un estimulo apropiado. 

( 8 . 1 ) 

Secuencia de consenso: version mas 
comun de una secuencia conservada. 

La secuencia TTGACA (conocida 
como elemento -35) es un ejemplo de 
secuencia de consenso. (11.2) 
Secuencias conservadas: se refiere a las 
secuencias aminoacidicas de polipepti- 
dos particulares o las secuencias 
nucleotidicas de acidos nucleicos espe- 
cificos. Si dos secuencias son similares, 
por ejemplo, homologas, se dice que 
estan conservadas, lo cual indica que 
no se separaron demasiado de una 
secuencia ancestral comun a lo largo de 
la evolution. Se ha observado que las 
secuencias conservadas no son funcio- 
nales cuando existen sustituciones 
aminoacidicas o nucleotidicas. (2.4) 
Secuencias interpuestas (intrones): 
regiones del DNA situadas entre las 
secuencias codificantes de un gen y que 
eliminan los mRNA correspondientes. 
(11.4) 

Seguimiento de particula individual 
(SPT): tecnica para estudiar el movi- 
miento de proteinas de membrana que 
consiste en dos pasos: a) union de las 
moleculas de proteina a sustancias 
visibles, como particulas de oro coloi- 
dal y b) vigilancia de los movimientos 
de las particulas marcadas individuales 
bajo el microscopio. (4.6) 

Segunda ley de la termodinamica: es el 
principio segun en el cual todos los 
sucesos se mueven de un estado de 
mayor energia a otro de menor energia, 
y en este sentido son espontaneos. (3.1) 
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Segundo mensajero: sustancia que se 
libera en el interior de una celula como 
resultado de la union de un primer 
mensajero (una hormona u otro ligan- 
do) al receptor de la superficie externa 
de la celula. (15.3) 

Selectinas: familia de glucoproteinas 
integrates de membrana que reconocen 
y se unen a ordenamientos especificos 
de grupos de carbohidratos proyecta- 
dos desde la superficie de otras celulas. 

(7.3) 

Semiconservadora: replicacion en la cual 
cada celula hija recibe una cadena de la 
helice del DNA parental. (13.1) 

Semipermeable: capacidad de las mem- 
branas de ser permeables del todo al 
agua y de modo parcial a pequenos 
iones y solutos polares. (4.7) 

Serial de localization nuclear: secuencia 
de aminoacidos en una proteina que 
reconoce un receptor transportador y 
que lleva a la translocation de la pro¬ 
teina desde el nucleo hasta el citoplas- 
ma. (12.1) 

Senal de peptidasa: enzima proteolitica 
que remueve la porcion N-terminal, 
incluido el peptido de senal de un 
polipeptido naciente sintetizado en el 
RER. (8.3) 

Senal de secuencia: series especiales de 
aminoacidos localizados en el extremo 
N-terminal de proteinas recien forma- 
das que activan la union de los riboso- 
mas formadores de proteina a una 
membrana del reticulo endoplasmico y 
el movimiento del polipeptido naciente 
dentro del espacio de la cisterna del 
reticulo endoplasmico. (8.3) 

Senalizacion celular: comunicacion en la 
cual la informacion se libera a traves de 
la membrana plasmatica hacia el inte¬ 
rior de la celula, y con frecuencia al 
nucleo celular por medio de interaccio- 
nes moleculares. (15) 

Senalizacion transmembranosa: transfe- 
rencia de informacion a traves de la 
membrana plasmatica. (7.3,15) 

Seudogenes: secuencias que son clara- 
mente homologas a los genes funcio- 
nales, pero han acumulado mutaciones 
que provocan que estas no sean funcio- 
nales. (10.5) 

Seudopodos: prolongaciones redondeadas 
y amplias formadas durante los movi- 
mientos ameboides; son porciones de 
la superficie de la celula que protruyen 
hacia la periferia por action de colum- 
nas de citoplasma a traves del interior 
celular. (9.7) 

Silenciamiento por RNA: proceso en el 
cual el dsRNA induce la inhibition 
especifica de secuencia de la expresion 
genica. (11.5) 

Sinapsis: las uniones especializadas de 
una neurona con su celula bianco. (4.8) 

Sinaptico: proceso por medio del cual los 
homologos se unen entre si durante la 
meiosis. (14.3) 


Sintesis translesional: replicacion que 
salta una lesion en la cadena molde. La 
efectua un grupo especial de polimera- 
sas de DNA que no tienen la procesi- 
vidad, capacidad para lectura y 
correction, y alta fidelidad. (13.3) 
Sintetasa ATP: la enzima de la membrana 
interna mitocondrial ATP-sintetasa, 
esta integrada por dos estructuras: la 
pieza FI y la pieza basal F 0 . esta ultima 
embebida dentro de la membrana. (5.5) 
Sintetasa de aminoacil-tRNA (AARS): 
enzima que une de forma covalente los 
aminoacidos a los extremos 3' de los 
tRNA transportadores; una sintetasa 
de aminoacil-tRNA especifica recono¬ 
ce a cada aminoacido. (11.7) 

Sistema de dos hibridos de levadura: 
tecnica empleada para buscar interac- 
ciones proteina-proteina. Depende de 
la expresion de un gen indicador como 
(P)-galactosidasa, cuya actividad es 
vigilada facilmente por una prueba que 
detecta un cambio de color cuando la 
enzima esta presente en una poblacion 
de celulas de levadura (18.7) 

Sistema de endomembrana: un grupo de 
organelos citoplasmicos membranosos 
interrelacionados de manera funcional 
y estructural que incluye al reticulo 
endoplasmico, aparato de Golgi, endo- 
somas, lisosomas y vacuolas. (8) 
Sistema inmunitario: sistema fisiologico 
integrado por organos, tejidos y celulas 
independientes que protegen al cuerpo 
de patogenos invasores y materiales 
extranos. (17) 

Sistema libre de celulas: sistema experi¬ 
mental para estudiar las actividades 
celulares que no requieren las celulas 
completas. Por lo general, estos siste- 
mas contienen una preparation de 
proteinas purificadas o fracciones sub- 
celulares y son manipulables con fines 
experimentales. (8.2) 

Sitio A (aminoacilo): punto en el cual el 
aminoacil-tRNA entra al complejo 
ribosoma-mRNA. (11.8) 

Sitio activo: parte de una molecula de 
enzima que interviene de forma directa 
en la union del sustrato. (3.2) 

Sitio P (peptidilo): sitio del ribosoma en 
el cual el tRNA dona los aminoacidos 
a la cadena polipeptidica en crecimien- 
to. (11.8) 

Sitios de splicing-, los extremos 3' y 3' de 
cada intron. (11.4) 

SNARE: proteinas clave que median el 
proceso de fusion de membrana. Los 
T-SNARE se localizan en las mem- 
branas de compartimientos bianco. Las 
V-SNARE se incorporan en las mem- 
branas de vesiculas de transporte 
durante la gemacion. (8.5) 
snRNP: particulas de ribonucleoproteinas 
distintas contenidas en los espliceoso- 
mas; se denominan de ese modo debi- 
do a que se componen de snRNA 
unidos a proteinas especificas. (11.4) 


sonRNP (ribonucleoproteinas nucleola- 
res pequenas): particulas que se for- 
man cuando se empacan snoRNA con 
proteinas especificas; las snoRNP 
participan en la maduracion y el 
ensamblaje de ENA ribosomicos. 

(11.3) 

Splicing alternativo: mecanismo amplia- 
mente distribuido por medio del cual 
un gen puede codificar dos o mas pro¬ 
teinas relacionadas. (12.5) 

Splicing de RNA: proceso de remocion de 
las secuencias interpuestas de DNA 
(intrones) de un transcrito primario. 

(11.4) 

Subunidad: una cadena polipeptidica que 
se relaciona con una o mas cadenas 
separadas (subunidades) para formar 
una proteina completa. (2.5) 

Superenrollada: una molecula de DNA 
que tiene mas o menos 10 pares de 
bases por vuelta de la helice. (10.3) 

Superfamilia de inmunoglobulinas 

(IgSF): gran variedad de proteinas que 
contienen dominios compuestos de 70 
a 110 aminoacidos similares a los 
dominios que componen las cadenas 
polipeptidicas de los anticuerpos de la 
sangre. (7.3,17.1) 

Superficie citosolica: superficie de la 
membrana opuesta al citosol. (8.3) 

Sustrato: reactante unido por una enzima. 
(3.2) 

Sustratos del receptor a la insulina: pro¬ 
teinas de sustrato que al fosforilarse en 
respuesta a la insulina se unen y activan 
una variedad de efectores “corriente 
abajo”. (15.4) 

tDNA: el DNA que codifica tRNA. 

_ (11.3) 

Tecnica de crioffactura: en esta tecnica 
analitica se congela primero una mues- 
tra de tejido y luego se fractura a lo 
largo de las lineas de menor resistencia 
(a menudo se reconoce una h'nea de 
fractura entre dos capas lipidicas); 
entonces se deposita polvo metalico en 
las superficies expuestas para crear una 
imagen sombreada optica que se anali- 
za mediante microscopia electronica. 
(14.4, 18.2) 

Tecnica de criograbado: tecnica analitica 
en la cual el tejido se congela y fractu¬ 
ra; luego se expone al vacio por un 
periodo breve, de tal forma que una 
pequena capa de hielo puede evaporar- 
se de la superficie y ello permite que las 
superficies fracturadas expongan sus 
caracteristicas para identificarlas por 
medio de microscopia electronica. 

; (18.2) 

Tecnica de fijacion: esta tecnica sirve para 
estudiar el paso de los iones por los 
canales ionicos; se lleva a cabo al pin- 
zar, o mantener el voltaje, a traves de 
un fragmento de membrana; se sella 
un electrodo micropipeta a la superficie 
y entonces se mide la corriente que 
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transita por la portion de la 
membrana. (4.5) 

Tejido conjuntivo: tejido que consta en 
mayor medida de una variedad de 
fibras bien definidas que interactuan 
entre sf de maneras espetificas. La capa 
mas profunda de la piel (la dermis) es 
un tipo de tejido conjuntivo. (7) 

Tejido epitelial: tejido formado por celu- 
las densamente empacadas que recu- 
bren los espacios internos del cuerpo. 
La capa externa de la piel (la epider¬ 
mis) es un tipo de tejido epitelial. (7) 

Telofase: etapa final de la mitosis en la 
cual las celulas hijas vuelven a la condi¬ 
tion de interfase: el huso mitotico se 
desensambla, vuelve a formarse la 
envoltura nuclear, y los cromosomas se 
dispersan cada vez mas hasta que des- 
aparecen de la vista al microscopio. 
(14.2) 

Telomerasa: enzima evolutivamente nue- 
va que puede agregar nuevas unidades 
repetitivas de DNA al extremo 3' de la 
cadena saliente de un telomero. Es una 
transcriptasa inversa que sintetiza 
DNA usando una plantilla de RNA. 
( 12 . 1 ) 

Telomero: una secuencia poco usual de 
secuencias repetidas que forma un 
casquete en cada extremo del cromoso- 
ma. (12.1) 

Temperatura de transition: temperatura 
en la que una membrana pasa de un 
estado liquido a un gel cristalino; en 
este estado el movimiento de la mole- 
cula lipidica se reduce en gran medida. 

(4 ; 5) 

Teoria celular: teoria de la organization 
biologica basada en tres postulados; 
todos los organismos estan conforma- 
dos por una o mas celulas; la celula es 
la unidad basica estructural de la vida; 
las celulas solo provienen de la division 
de las celulas preexistentes. (1.1) 

Teoria de la selection clonal: teoria bien 
fundamentada que sostiene que los 
linfocitos B y T desarrollan su capaci- 
dad para producir anticuerpos especifi- 
cos o receptores para celula T antes de 
la exposition del antigeno. Cuando 
entra un antigeno al cuerpo, este puede 
interactuar de forma especifica con 
linfocitos B y T que portan los recep¬ 
tores complementarios. La interaction 
entre los antigenos y los linfocitos B o 
T lleva a la proliferation de los linfoci¬ 
tos para formar un cion de celulas 
capaces de responder a un antigeno 
especifico. (17.2) 

Teoria endosimbiotica: propuesta basada 
en evidencias segun la cual la mitocon- 
dria y los cloroplastos provienen de 
procariotas simbioticos que tomaron 
residencia dentro de una celula hospe- 
dadora primitiva. (VE1) 

Terapia genica: proceso por el cual un 
paciente se somete a la modification del 
genotipo de celulas enfermas. (PH4) 


Terapia inmunitaria: tratamiento de una 
enfermedad, incluidos el cancer y los 
trastornos autoinmunitarios, que supo- 
nen el uso de anticuerpos o celulas 
inmunitarias. (16.4, PH17) 
Termodinamica: rama de la fisica que se 
encarga del estudio de los cambios de 
la energia acompanados de los sucesos 
que tienen lugar en el universo fisico. 

, (11) 

Tetrada (bivalente): el complejo formado 
durante la meiosis por un par de cro¬ 
mosomas homologos en sinapsis que 
incluye cuatro cromatides. (14.3) 
Tilacoides: sacos membranosos aplanados 
formados por la membrana interna de 
los cloroplastos que contienen la 
maquinaria para traducir energia para 
la fotosintesis. (6.1) 

Tilacoides de estroma: tambien llamados 
lamelas del estroma, son cisternas 
membranosas aplanadas que conectan 
con algunas tilacoides de un grano con 
los de otro grano. (6.1) 
Tincionnegativa: procedimiento en el 
cual se recogen depositos de metales 
pesados en una rejilla con especimen 
para microscopia electronica, excepto 
de las localizaciones en las que las 
particulas son muy pequenas, incluidos 
los agregados de gran peso molecular, 
como virus, ribosomas, enzimas de 
multisubunidades, elementos del 
citoesqueleto y complejos de proteinas. 
(18.2) 

Tipo silvestre: cepa original de un orga- 
nismo vivo de la cual se obtienen otros 
individuos para investigation. (10.2) 
Tolerancia inmunologica: estado en el 
cual el cuerpo no reacciona contra una 
sustancia en particular, como las pro¬ 
teinas propias del organismo, debido a 
que las celulas pueden generar tal res- 
puesta, sea porque se han inactivado o 
destruido. (17.1, PH17) 

Tonoplasto: membrana que une la vacuo- 
la de una celula vegetal. (8.7) 
Topoisomerasas: enzimas encontradas en 
procariotas y eucariotas capaces de 
cambiar el estado superenrollado del 
duplex del DNA. Son esenciales en los 
procesos, como la replication del DNA 
y la transcription, que requieren un 
DNA duplex desenrollado. (10.3) 
Traduction: sintesis de proteinas en el 
citoplasma mediante la information 
codificada en un mRNA. 

( 11 . 1 , 11 . 8 ) 

Transcripcion: formation de un RNA a 
partir de un DNA molde. (11.1) 
Transcripcion primaria (pre-RNA): 

molecula de RNA initial sintetizada a 
partir del DNA, que es equivalente en 
longitud al DNA a partir del cual se 
transcribe. Por lo regular, las transcrip- 
ciones primarias tienen una existencia 
corta y se procesan en RNA funciona- 
les mas pequenos por una serie de 
reacciones de procesamiento. (11.2) 


Transcriptasa inversa: polimerasa de 
DNA dependiente de RNA. Es una 
enzima que utiliza al RNA como mol¬ 
de para sintetizar una cadena comple¬ 
mentary de DNA. Se encuentra en los 
virus que contienen RNA y se usa en el 
laboratorio para sintetizar cDNA. 
(10.5) 

Transduction: la conversion de energia 
de un tipo a otro, como la conversion 
de energia quimica a energia calorica 
cuando el combustible se consume; 
tambien es la transferencia de DNA 
dentro de las celulas mediada por virus. 
(18.7) 

Transduction de senates: proceso global 
en el que la information transportada 
por moleculas mensajeras extracelula- 
res se traduce en cambios que ocurren 
dentro de una celula. (15.1) 

Transfection: proceso mediante el cual se 
introduce DNA desnudo dentro de 
celulas en cultivo, que suele dar por 
resultado la incorporation del DNA en 
el genoma celular y su ulterior expre- 
sion. (18.7) 

Transferencia de energia por resonancia 
de fluorescencia (FRET): tecnica para 
medir cambios en la distancia entre 
dos partes de una proteina (o entre dos 
proteinas separadas dentro de una 
estructura mayor). Se basa en la trans¬ 
ferencia de energia de un fluorocromo 
donante a uno aceptor, lo que cambia 
la intensidad de fluorescencia de las 
dos moleculas. (fig. 18-8) 

Transferencia lateral de genes: transfe¬ 
rencia de genes de una especie a otra. 
(VE1) 

Transformation: captation de DNA 
desnudo en una celula que lleva al 
cambio hereditario del genoma celular. 

(PH10) 

Transformada: celulas normales converti- 
das en celulas cancerosas por la action 
del tratamiento con carcinogenos qui- 
micos, radiation o virus tumorales 
infectivos. (16.1) 

Transgen: un gen que se ha incorporado 
de manera estable en un genoma celu¬ 
lar por el proceso de transfection. 

(18.7) 

Translocon: canal cubierto de proteina 
inmerso en la membrana del ER; el 
polipeptido naciente puede moverse a 
traves del translocon al pasar del cito- 
sol a la luz del ER. (8.3) 

Transporte activo: proceso que requiere 
energia y en el cual un sustrato se une a 
una proteina transmembranosa especi¬ 
fica, lo que cambia su conformation 
para permitir el paso de una sustancia a 
traves de la membrana en contra de un 
gradiente electroquimico formado por 
esta sustancia. (4.7) 

Transporte axonico: proceso por medio 
del cual las vesiculas, los polimeros de 
citoesqueleto y las macromoleculas se 
llevan a lo largo de los microtubulos 
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dentro del axon de una neurona. El 
transporte anterogrado mueve materia- 
les del cuerpo de la celula a las termi- 
nales sinapticas, aunque el transporte 
retrogrado desplaza materiales en 
direccion opuesta. (9.3) 

Transporte facilitado: protei'na trans- 
membranosa que se une a una sustan- 
cia especi'fica; al hacerlo, la protei'na 
cambia su conformation para facilitar 
la difusion de la sustancia en contra de 
un gradiente de concentracion. (4.7) 

Transporte intraflagelar IFT: proceso en 
el cual las parti'culas se mueven en 
ambas direcciones entre la base de los 
flagelos o cilios y la punta de estos. La 
fuerza del transporte intraflagelar la 
generan proteinas motoras que crean 
traccion a lo largo de los dobletes peri- 
fericos del axonema. (9.3) 

Transporte vesicular: lanzadera formada 
por la gemacion del compartimiento 
membranoso, que lleva materiales entre 
los organelos. (8.1) 

Transposicion: aberracion cromosomica 
que resulta cuando la totalidad o una 
parte de un cromosoma se une a otro 
cromosoma. (PH12) 

Transposicion: movimiento de segmentos 
del DNA de un lugar en un cromoso¬ 
ma a otro sitio del todo distinto, a 
menudo con alteration de la expresion 
de los genes. (10.5) 

Transposicion: tercer paso en el ciclo de 
traduction y elongation que incluye: a) 
expulsion de un tRNA no cargado 
desde el sitio P y b) movimiento de los 
tres nucleotidos del ribosoma (un 
codon) a lo largo del mRNA en la 
direccion 3'. (11.8) 

Transposones: segmentos de DNA capa- 
ces de moverse de un lugar en el geno- 
ma a otro. (10.5) 

Trastornos por almacenamiento lisoso- 
mico: enfermedades caracterizadas por 
la deficiencia de una enzima lisosomica 
y la acumulacion correspondiente de 
sustrato no degradado. (PH8) 

Triacilgliceroles: polimeros integrados 
por un esqueleto de glicerol unido por 
enlaces ester a tres acidos grasos; se 
conocen como grasas. (2.5) 

Trifosfato de adenosina (ATP): nucleoti- 
do que consiste en adenosina unida a 
tres grupos fosfato; es la principal 
fuente de energia inmediata para 
las celulas procariotas y eucariotas. 
(2.5,3) 

Trifosfato de guanosina (GTP): nucleo- 
tido de gran importancia en las activi- 
dades celulares. Se une a diversas 
proteinas (llamadas proteinas G) y 
actua como un interruptor que 
“enciende” las actividades de estas. 

(2.5) 

Trisomia: complemento cromosomico 
que tiene un cromosoma adicional, por 
ejemplo, un tercer cromosoma homo- 
logo. (PH14) 


Tubulina: protei'na que reviste las paredes 
de los microtubulos. (9.3) 

Tubulina y: un tipo de tubulina que cons- 
tituye un componente critico en la 
nucleacion de microtubulos. (9.3) 

Tubulos transversos: plegamientos mem- 
branosos en los cuales el impulso gene- 
rado en una celula de musculo 
esqueletico se propaga al interior de la 
celula. (9.6) 

Tumor benigno: tumoracion compuesta 
por celulas que no responden a los 
controles normales del crecimiento, 
pero que no tienen la capacidad de 
invadir los tejidos normales o dar 
metastasis a sitios distantes. (16.3) 

Ubiquinona: componente de la cadena de 
transporte de electrones; es una mole- 
cula liposoluble que contiene una larga 
cadena hidrofoba formada por unida- 
des isoprenoides de cinco carbonos. 

(5.3) 

Ubiquitina: protei'na pequena sumamente 
conservada que se une a las proteinas 
como bianco para su degradacion en 
proteosomas. (12.7) 

Umbral: punto limite durante la despola- 
rizacion de una celula excitable donde 
los canales de compuerta de sodio se 
abren; como resultado, el sodio entra y 
genera un breve cambio en el potencial 
de membrana. (4.8) 

Unidad de transcripcion: segmento 
correspondiente de DNA en el cual 
una transcripcion primaria se somete a 
transcripcion. (11.4) 

Unidad fotosintetica: grupo de varios 
cientos de moleculas de clorofila que 
actuan juntas para atrapar fotones y 
transferir energia a la molecula pig- 
mentaria que esta en el centra de la 
reaccion. (6.4) 

Union neuromuscular: punto de contacto 
de una terminal de un axon con una 
fibra muscular; la union neuromuscular 
es el sitio de transmision de los impul- 
sos nerviosos desde los axones a traves 
del espacio sinaptico hasta la fibra 
muscular. (4.8, 9.6) 

Uniones comunicantes: sitios entre las 
celulas animales especializados en la 
comunicacion intercelular. Las mem- 
branas plasmaticas de las celulas adya- 
centes tienen un espacio de unos 3 nm 
entre si, y el espacio es cubierto por 
muy finas “tuberias”, o conexones que 
permiten el paso de pequenas molecu¬ 
las. (7.5) 

Uniones de adherencia (zomilae adhe¬ 
rens): tipo de uniones adhesivas espe- 
cializadas y comunes del epitelio. Las 
membranas plasmaticas en esta region 
estan separadas por 20 a 35 nm y son 
los puntos donde se concentran las 
moleculas de caderina. Las celulas se 
mantienen juntas por medio de las 
uniones entre los dominios extracelula- 
res de las moleculas de caderina y for¬ 


man puentes en los espacios entre las 
celulas contiguas. (7.3) 

Uniones estrechas: contactos especializa¬ 
dos que ocurren en el extremo mas 
apical de los complejos de union for- 
mados entre las celulas epiteliales 
adyacentes. Las membranas contiguas 
hacen contacto en puntos intermiten- 
tes, donde las proteinas integrales de 
las dos membranas adyacentes estan 
muy prdximas. (7.4) 

Uniones V(D)J: ordenamientos de DNA 
que suceden durante el desarrollo de 
las celulas B y que limitan a las celulas 
para producir especies de anticuerpos 
especificos. (17.4) 

Vacuola: estructura llena de liquido 
rodeada por una membrana simple; 
constituye hasta 90% en volumen de 
muchas celulas vegetales. (8.7) 

Vaina de mielina: material rico en lipidos 
que envuelve a la mayoria de las neuro- 
nas de los vertebrados. (4.8) 

Vector de DNA: vehiculo para portar 
DNA extrano en un celula hospedado- 
ra disponible, como la bacteria E. coli. 
El vector contiene secuencias que 
permiten a este replicarse dentro de la 
celula hospedadora. Mas a menudo los 
vectores son plasmidos o virus de bac- 
terias de tipo lambda (X). Una vez que 
el DNA se encuentra dentro de la 
bacteria, se replica y segrega a las celu¬ 
las hijas. (18.13) 

Velocidad maxima ( V mSx ): velocidad mas 
alta adquirida para una reaccion catali- 
zada por enzimas; se observa cuando la 
enzima se satura con sustrato. (3.2) 
Vesiculas cubiertas: vesiculas que surgen 
del compartimiento membranal; de 
manera caracteristica poseen una pro- 
teina de multisubunidad como cubierta 
que promueve el proceso de gemacion 
y une proteinas especificas de membra¬ 
na. COPI—, COPII — y las vesicu¬ 
las cubiertas de clatrina son las vesiculas 
cubiertas mejor caracterizadas. (8.5) 
Vesiculas sinapticas: los sitios de almace¬ 
namiento para los neurotransmisores 
dentro de la terminal del axon neuro¬ 
nal. (4.8) 

Via anabolica: via metabolica que da 
lugar a la sintesis de productos com¬ 
plejos relacionados. (3.3) 

Via biosintetica (via de secretion): ruta 
directa del citoplasma en la cual los 
materiales se sintetizan en el reticulo 
endoplasmico o aparato de Golgi, se 
modifican durante su paso a traves de 
este ultimo y se transportan dentro del 
citoplasma a diversos destinos, como la 
membrana plasmatica, un lisosoma o 
vacuolas gigantes en una celula vegetal. 
El termino alternativo de via secretora 
se ha empleado debido a que muchos 
de los materiales sintetizados en la via 
se destinan a la descarga en la celula. 
( 8 . 1 ) 
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Via C 3 : via metabolica a traves de la cual 
el dioxido de carbono se asimila en 
moleculas organicas de la celula duran¬ 
te la fotosi'ntesis. La ribulosa 1,5-difos- 
fato (RuBP) se utiliza en el aceptor 
inicial C0 2 , el cual se fragmenta 
entonces en moleculas de dos o tres 
carbonos PGA. ( 6 . 6 ) 

Via C, (Hatch-Slack): via alternativa para 
la njacion de carbono mediante fosfoe- 
nolpiruvato combinado con C0 2 para 
generar compuestos de cuatro carbonos 
(de manera predominante malato y 
oxalacetato). ( 6 . 6 ) 

Via catabolica: via metabolica en la cual 
las moleculas complejas se degradan 
hasta sus productos mas simples. (3.3) 

Via de secrecion (via biosintetica): ruta a 
traves del citoplasma por la que los 
materiales se sintetizan en el reticulo 
endoplasmico o el aparato de Golgi, se 
modifican durante el paso por el apara¬ 
to de Golgi y se transportan dentro del 
citoplasma a diferentes destinos, como 
la membrana plasmatica, un lisosoma o 
una gran vacuola en una celula vegetal. 
Muchos de los materiales sintetizados 
en el reticulo endoplasmico o el apara¬ 


to de Golgi se destinan a su expulsion 
de la celula; es por ello que se utiliza el 
termino via de secrecion. ( 8 . 1 ) 

Via endocitica: ruta para el movimiento 
de materiales desde el lado externo de 
la celula (y la superficie membranosa 
de la celula) hasta los compartimientos, 
como los endosomas y lisosomas, loca- 
lizados en el interior celular. ( 8 . 1 , 8 . 8 ) 
Viametabohca: serie de reacciones qui- 
micas cuyo resultado es la sintesis de 
un producto terminal importante para 
la funcion celular. (2.4) 

Vias de senalizacion: supercarreteras de 
information de la celula. Cada una 
consiste en una serie de proteinas bien 
definidas que operan en secuencias. 
Cada proteina en la via actua modifi- 
cando la conformacion de la proteina 
corriente abajo en la serie. (15.1) 

Vida media: medida de la inestabilidad de 
un radioisotopo o, de manera equiva- 
lente, la cantidad de tiempo requerido 
para que la mitad del material radiacti- 
vo se desintegre. (18.4) 

Virion: forma que asume el virus fuera 
de la celula y que posee un nucleo de 
material genetico rodeado por una 


capsula de proteina o lipoproteina. 

(1.4) 

Viroides: pequenos patogenos intracelula- 
res obligados que, a diferencia de los 
virus, tienen solo material genetico 
circular de RNA. (1.4) 

Virus: pequenos agentes patogenos intra- 
celulares obligados que no se conside- 
ran vivos, puesto que no se pueden 
dividir de manera directa; esta division 
es necesaria para la teoria celular de la 
vida. (1.4) 

Virus tumorales de DNA: virus capaces 
de infectar celulas de vertebrados y 
transformar estas en celulas cancerosas; 
los virus de DNA tienen DNA en la 
particula virica madura. (16.2) 

Virus tumorales de RNA: virus capaces 
de infectar celulas de vertebrados y 
transformarlas en celulas cancerosas. 
Los RNA viricos tienen RNA en las 
particulas viricas maduras. (16.2) 
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DNA, secuencias, repeti¬ 
das; Genica, amplificacion; 
Polimerasa, reaction en cadena 
de; Senales, amplificacion de 
resolution y, 728-729, 729f 
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ATP, formacion, 188PH-189PH 
glucolisis, 113 
oxidacion, 113-114,113f 
Anaerobio, metabolismo, 188PH-189PH 
Anaerobios, 180 
Anafase 

complejos promotores (APC), 576,590, 
590f, 594 

detencion de la meiosis, 605-606 
inhibidores de, 590,590f 
Anafase I (meiotica), 600f, 605f 
Anafase II (meiotica), 600f, 605f, 606 
Anafase (mitotica), 571f, 580f, 590-594 
inicio pospuesto, 592 
mecanismo de inicio, 590 
microtubulos cromosomicos, 588 
movimiento cromosomico, fuerzas reque- 
ridas, 591-592,593f, 595,595f 
regulacion, 590 

transicion desde la metafase, 590,590f 
Analisis de bandas 
de DNA, 404,405f 
electroforetico, de RNA ribosomico, 
26VEf 

masa peptfdica, de protefnas, 70,70f 
Andamiaje, protefnas de, via de cinasa de 
MAP, 641 

Aneuploidfa, 592, 606PH-607PH, 664, 676f, 
678 

Anfipaticas, moleculas, 47 
Anfipaticos, lfpidos, 125 
Anfotericas, moleculas, 39 
Angiogenesis 

crecimiento tumoral y, 695f 
inhibicion en tratamiento del cancer, 
685-686 

Anillos 

azucares, 43,43f, 44,44f 
esteroides, 40f 
Animales 

celulas, 8f, 25VEf 
modelos, 67PH. Vease tambien 
Organismos modelo 
receptor de acetilcolina, 171PH- 
172PH 

transferencia de DNA, 770-771 
Anion, 33 
peroxi, 197 

Aniones, intercambiador de, 747 
Anquirinas, 145f, 146 
Antena, pigmentos, 221,221f, 2221, 223, 
224f, 226,226f 
Antena de cosecha de luz, 221 
Anteroposterior, desarrollo del eje, en 
Drosophila, 533,533f 
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Antibioticos 

resistencia a, 105PH-107PH, 475 
tratamiento con bacterio fagos, 24 
sintesis de proteina y, 475,480VE 
Anticodones, 467f, 468,468f 

dentro de ribosomas, 472,473f, 474f 
elongacion de polipeptidos, 473-475,474f 
interacciones con codones, 468-469,469f, 
473f, 474f 

Anticuerpo, dominios, 705f 
Anticuerpos, 703. Vease tambien en 

Inmunoglobulinas (Igs) 
anticuerpos T y B y, 703 
bloqueo de la reaction autoinmunitaria, 
720PH 

contra 

integrinas, 251,25 If 
moleculas de adhesion celular, 259PH, 
260 PH 

el propio organismo (autoanticuerpos), 
699-700 
diversidad, 708-709 
dominios, 705f 

enfermedad autoinmunitaria, 719PH 
especificidad 

aminoacidos, 705-706 
base de, 704 
estructura, 703-706 

hipotesis de dos genes-un polipeptido, 
706-707 

formation en ausencia de antigeno, 698 
genes, reordenamientos de DNA, 706-709 
cometido de la transposition, 414 
inmunizacion pasiva, 67PH-68PH 
limitados por membrana, 699f 
marcado fluorescente, en estudios del 
citoesqueleto, 331,33 If 
maternos, 706 

production despues de la selection de 
celulas B, 698-699 
reaccion inmunitaria, 697-698 
regiones V de, 709 

respuestas primaria y secundaria, 704f 
tratamiento del cancer, 683-684 
usos, 774-776 

Antidiuretica, hormona (ADH). Vease 
Vasopresina 

Antigenico, determinante, 706 
Antigeno 

celulas presentadoras de (APC) 

activation de linfocitos, 701-716-717 
interaction de linfocitos T con, 711- 
713,711f 
peptidos en, 710f 
profesionales, 701,701f, 702 
receptores 

en enfermedad autoinmunitaria, 

718PH 
estructura, 709f 
unidos a membrana, 709 
Antigeno-anticuerpo, interaccion, 706f 
Antigeno s 

inmunorreaccion, 697-698 
inmunoglobulinas y, 704 
interaccion de linfocitos T con, 716-717 
presentation a linfocitos T, 693f, 701 
complejo mayor de histocompatibili- 
dad, 713-715, 720VE-724VE 
inhibition, 721VEc 
produccion de peptidos, 713f 
seleccion de linfocitos B, 698-699 
vias, 712f 

Antiinflamatorios y cancer, 666 


Antioxidantes, 34PH, 35PH 
Antiporte, 163 
Antisentido, RNA, 459,464 
Apareamiento, preferencias de, y complejo 
mayor de histocompatibilidad 
(MHC), 715 

APC. Veanse Anafase, complejos promotores 
(APC); Antigeno, celulas pre¬ 
sentadoras (APC) 

APC, deletion del gen, en poliposis ade- 
nomatosa familiar del colon, 
677-678 

Apical, membrana plasmatica, de celulas 
epiteliales, 143f, 144 
Apiladas, bases, de DNA, 397 
APL. Vease Alterados, ligandos peptidicos 
(APL) 

Apolipoproteina, 315, 316,316f, 462PH 
Apoplejia, farmacos dirigidos a integrina en, 
25l,251f 

Apoptosicas, celulas 

celulas normales o, 653f 
elimination, 657f 
Apoptosis 

contra celulas tumorales, 678-679 
factores de necrosis tumoral en, 657 
inducida por p53, 675np 
oncogenes y, 680-681 
p53 en la induction de, 676-677 
protection contra, 664-665 
serialization y, 653-657 
tumorigenesis, 666-667 
via 

extrinseca, 654-655, 655f 
intrinseca, 655-657 
mediada por mitocondrias, 656, 656f 
Apoptosoma, 656-657 
APP, gen, enfermedad de Alzheimer y, 
66PH-67PH 

APP. Vease Amiloide, proteina precursora de 
(APP) 

Arp2/3, complejo, 375-376,379, 380f 
Arqueas, 13-14,27VE, 27VEf 
Arqueobacterias, 13,27VE 
genes eubacterianos en, 28VE 
genoma eucariotico, 28VE 
halofilas (que gustan de la sal), sustitucio- 
nes de aminoacidos, 73-74, 75f 
terminologia, 28VEnp 
Arrestinas 

sitios de union a la proteina G, 621 
union a GPCR, 622 

Artefacto en microscopia electronica, 736 
Artificiales, proteinas. Vease Proteinas, sin- 
teticas 

Artritis reumatoide, 719PH 
Asimetria (“lateralidad”) 
aminoacidos, 51 
distribution de electrones, 37 
estructura corporal, 350PH, 350PHnp 
membranas, 130,133,133f, 288,289f 
hojas de la membrana, 138,288 
lipidos de la membrana, 138,138f 
Asimetrico (quiral), atomo de carbono, 43f, 44 
Asociacion, analisis de, 420PH 
Aspartico, acido, 205-206,206f 
Asteres del huso mitotico, 584,585f 
Astrales, microtubulos (fibras del huso astra- 
les),588,589f 
Ataques cardiacos 

farmacos dirigidos a integrina para, 251 
trasplantes de medula osea para, 18PH- 
19PH 


Ataxia-telangiectasia, 577,577np 
Ateroesclerosis, 316,316f 
ATM, cinasa de proteina, 578,578f 
Atomica 

estructuras de resolution, 753 
microscopia de fuerza (AFM), 741-742 
Atomo de carbono asimetrico (quiral), 43f, 
44 

Atomos, 32,32f, 33,35 
ATP, 77. Vease tambien Energia 

deslizamiento de actina y miosina, 372, 
372f 

ensamblaje de filamentos de actina, 361- 
362 

enzima sintetizadora. Vease ATP, sintetasa 
de 

formacion de cAMP, 63Of 
movimiento de proteinas motoras y, 338 
regulador metabolico, 116 
ATP, formacion de, 109-114, llOf, 11 If. 

Veanse tambien ADP, fosforila- 
cion; Glucolisis 
ciclo delTCA y, 185f 
cloroplastos, 228-229 
cociente proton/ATP, 206 
coenzimas reducidas, 187-188,187f 
durante la contraccion muscular, 
188PH-189PH 

energia 

libre necesaria, 109 
necesaria, 202 

fosforilacion oxidativa en, 187-188, 
187f 

fotofosforilacion 
aciclica, 229 
ciclica, 229,229f 
fuentes de energia, 189 
funcion de las mitocondrias, 189-198 
glucolisis, 183,184f, 188 
gradiente de protones y, 194,202f 
inhibicion, 198-199 
maquinaria 

molecular, 199-206,199f 
de sintesis, 4f, 5 

mecanismo de cambio de union, 202- 
206,204f 

membrana mitocondrial, 122f, 183f 
movimientos de protones y, 187-188, 
202,206 
regulacion, 206 
via indirecta, 111-112,11 If 
ATP, hidrolisis de, 97f 

acoplamiento al transporte activo, 157- 
158,158f, 159 
energetica, 90-91 
reacciones acopladas, 92 
usos celulares, 92,92f 
ATP, sintetasa de, 200-202,201f 
bacteriana y mitocondrial, 200 
cambios conformacionales, 203,204f, 
205-206,206f 

cataHsis rotacional en, 203-206,204f 
cloroplastos, 227f, 228 
mitocondrial, 18 If 
sitios cataliticos, 200,202-203,203f 
afinidad de union, 202 

ATP, transportadores de estuche de union a 

(ABC), 159,160PH 

ATPasa de Ca 2+ (bomba de calcio), 158-159 
ATPasas, 158-159,200,329c, 361 
ATR, cinasa de proteina de, 578,578f 
Audicion y canales ionicos controlados, 152 

AUG, codon de inicio, 470,471,471f, 472 
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Aurora B, cinasa, 583,594 
Autoanticuerpos, 699-700 
Autocrina, senalizacion intercelular, 617, 
617f 

Autoempalmantes, intrones, 453,454,454f, 
456f, 478VE-479VE, 478VEf 
Autoensamblaj e 

complejos macromoleculares, 77-78 
polipeptidos, 63,63f 
Autofagia, 307-308,308f 
Autoinmunitaria, reaccion, 720PH 
bloqueo, 720PH 
recien nacidos, 703 

Autoinmunitarias, enfermedades, 700,715, 
718PH-720PH 

lupus eritematoso sistemico, 456 
penfigo vulgar, 262 
penfigoide ampollar, 254 
tratamiento, 719PH-720PH 
“Autorizacion, factores de”, 555-558,558f 
Autorradiografia, 743 

de microscopia optica, preparation, 743f 
Autorregulacion como propiedad de la celu- 
la,6-7,6f 

Autosomas 

complemento humano normal, 606PH 
numero anormal, 606PH-607PH 
Autotrofos, 215 

Aviar, virus de la eritroblastosis, 680 
Aviar, virus del sarcoma (ASV), 670, 688VE 
Avogadro, numero de, 32np 
Axonal 

proyeccion, 360, 381-383, 382f 
transporte, 336-338,337f 
direction, 336, 337f 
funcion de las cinesinas, 338 
funcion de los microtubulos, 

336,337f 

Axonemas, 351, 354-355. Veanse tambien 
Cilios; Flagelos 

deslizamiento de microtubulos, 355-356 
disposition 9 + 2, 351,352f 
estructura, 351-352, 352f, 355 
relacion con el cuerpo basal, 353f 
sindrome de Kartagener, 350PH 
Axonemica, dineina (ciliar, flagelar), 
354-355,355f 

Axones, 164,164f. Veanse tambien 

Crecimiento, conos de, celulas 
nerviosas; Neuronas (celulas 
nerviosas) 

conduction saltatoria, 360, 381-383, 

382f 

filamentos intermedios, 359 
microtubulos, 328f, 344 
union neuronal, 373,373f 
Azucares, 42-47. Veanse tambien 

Carbohidratos y tipos espectficos, 
p. ej.y Glucosa 
estructura, 42-45,43f 
ligaduras entre, 44-45,45f, 46f 
nucleosidos, 395np 
nucleotidos, 75f, 395,395np, 396f 
RNA y DNA, 75f 
RNA y DNA, 395np 
Azufre, bacterias verdes del, fotosintesis, 
215f, 218 

B 

B, celulas, linfoma de 

folicular, gen BLC-2, 680-681 
inmunoterapia, 683 
protooncogenes y, 679c 


B, linfocitos 

activation, 717 

anticuerpos producidos por, 698, 
703-706 

anticuerpos unidos a membrana conte- 
nidos en, 699f 

complejos de antigeno unido a mem¬ 
brana y receptor de, 709 
estructura o estructura de celulas plas- 
maticas, 700f 

estructuras de receptores antigenicos, 
709f 

inmunidad humoral, 697 
linfocitos T colaboradores y, 702-703 
precursores de, 699 
que producen anticuerpos, 698f 
receptores de 

antigeno unido a membrana, 709 
enfermedad autoinmunitaria, 718PH 
senalizacion celular, 619 
receptores de antigeno de 

transposiciones de DNA, 706-709 
seleccion de antigenos, 698-699 
teoria de la seleccion clonal y, 697-701 
Bacteriana y mitocondrial, membrana, 182 
Bacterianas, toxinas, 700 

inmunorreaccion a, 698f 
Bacteriano, cromosoma artificial (BAC), 768 
Bacterianos, plasmidos, donation de DNA 
mediante, 761-763,76 If 
Bacterias, 13,14-15. Veanse tambien 
Microbios; Procariotas 
arbol filogenetico, 27VEf 
bomba de protones accionada por luz, 
161-162,162f 
cinasas de proteina, 645 
como dominio, 27VE-28VE 
complejidad del genoma, 403,403f 
comunidades en seres humanos, 15 
conjugation, 12,12f 
duplication de DNA, 546-552 
resumen, 546-547,546f 
estructura celular, 8f 
fagocitosis, 274f, 307 

como algunas sobreviven, 317-318 
flagelos, 12,13f 
fotosinteticas, 215,215f 
inmunorreaccion innata a, 698-699 
metabolismo, 13 
neuro toxinas, 700 
operon, 510-513,510f, 511f 
origen de las mitocondrias, 28 VE, 182 
propulsion a traves del citoplasma, 377f 
secuencias de DNA transpuestas, 412, 
412f 

siembra doble e hibridacion in situ de 
colonias, 762f 
terminologia, 26VEnp 
transformation, 423VE-424VE, 423VEf 
variedad de habitat, 14-15 
virus. Vease Bacteriofagos 
Bacteriofago X. Vease Fago X 
Bacteriofagos, 24f, 424VEf 
estructura, 22,22f 
genomas, 763 

microscopia electronica de barrido, 741f 
primeros estudios del DNA, 424VE- 
425VE, 425VEf 
sustitutos de antibioticos, 24 
tecnica de exhibition en fago, 776 
Bacteriorrodopsina, 161-162,162f 
Baja densidad, lipoproteinas (LDL) 
ateroesclerosis, 316,316f 


lipoproteinas de alta densidad (HDL) 
y, 316 

metabolismo del colesterol, 315-317, 
322VE-323VE, 322VEf, 

323VEf 

receptores de, 315,315f, 322VEf, 

323VE 

via endocitica, 315-316,322VE- 
324VE, 324VEf 

Baja energia, electrones, 183np, 187,218f 

Bamboleo, hipotesis, 469,469f 

Banda, patrones de, cromosomas, 394f, 395 

Bardet-Biedl, sindrome de (BBS), 351PH 

Barr, cuerpos de, 496,497f 

Barrido 

microscopia electronica de (SEM), 
740-742 

microscopio electronico de (SEM), 3,734 
Barriles (3,132,182,182f, 319np 
Basal 

estado, de una molecula, 219 
maquinaria de transcription, 526 
membrana, 143f, 144,240f, 241-242,241f, 
242f. Vease tambien Glomerular, 
membrana basal (GBM) 
celulas epiteliales, 143f, 144 
migration embrionaria, 246f 
redes, 244,244f, 248,248f 
Basales, cuerpos, 344,352-353,353f 
relacion con axonemas, 353f 
sindrome de Bardet-Biedl, 351PH 
Bases 

pares de. Veanse tambien DNA, secuencia- 
cion de; Nucleotidos 
discordantes, 555,555f, 556 
elimination, 556,564-565 
DNA, 397-399,397f-398f 
complementariedad, 399 
numeros en los genomas, 415,415f 
o numeros de genes, 415f 
geometria, 555 

discordante y correctamente 
pareada, 555f 

RNA 

complementariedad, 432 
no estandar, 432,432f 
reparacion por excision de (BER), 563- 
564,564f 

sustituciones, 464,465,465f, 466f 
Bases (de acidos nucleicos), 75,75f, 76, 

76f, 395-396, 396f. Veanse 
tambien Nitrogenadas, bases; 
Nucleotidos 
terminologia, 395np 
Bases (quimicas), 39 
BAX, genes, 675-676 

Bax, proteina, en apoptosis, 655-656,656f 
Bazo, 694f 

BCL-2 , gen, en apoptosis, 680-681 
Bcl-2, proteinas, en apoptosis, 655-656 
BCR-ABL, genes, 684 
Benignos, tumores, 667-668 
P, cadenas, 55,56f, 57f 
p, laminas plegadas, 55-56,56f 
Bibliotecas (bases de datos) 

compuestos organicos, para diseno de 
farmacos, 73,74f 

DNA complementarios (cDNA), 768-769 
genomicas, 767-768 
peptidos, 71 

RNA bicatenarios (dsRNA), 774 
RNA de interferencia pequenos (siRNA), 
461 
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“Bibliotecas” qufmicas en diseno de farma- 
cos, 73, 74f 
bicoide , mRNA, 533,533f 
Bioenergetica. Veanse Energetica; 

Termodinamica 

Biologicas, moleculas, 42-77,42f 

clasificacion por funcion metabolica, 
41-42 

polares o no polares, 33 
propiedades, 40-42 
Biomarcadores, 71 
Biopelfculas, 13 

Bioqufmicas, reacciones. Veanse tam¬ 
bien Qufmicas, reacciones; 
Metabolicas, reacciones 
acopladas, 91-93 

cambios de energfa libre, 88-93,89-91 
condiciones estandar, 90 
equilibrio, 89-90 
propiedad de la celula, 6 
Biosintetica (secretora), via, 275,276f, 278f, 
300f,341f 
descubrimiento, 277 
estudio por medio de mutantes, 281, 
282f 

senales de recuperation, 302 
BiP (protefna de union) 
como carabina 

protefnas mal plegadas, 292,292f 
sfntesis de protefnas, 286f 
sfntesis de cadenas pesadas de anticuerpos, 
79VE 

1,6-bisfosfatasa de fructosa, 116,116f 
1,3-bisfosfoglicerato (BPG), 231f 
Bivalentes (tetradas), 391, 391f, 393f, 602f, 
603f, 604 
y quiasmas, 605f 

Blanco, protefnas, en senalizacion celular, 
617f, 618 

Blancos, globulos. Veanse Leucocitos; 

Neutrofilos 
Bloqueo genico, 772-774 
como se crean, 772, 773f 
uso en estudios 

de ciclo celular, 579 
de protefnas, 332-333 
Borde de avance de una celula movil, 378f, 
379,379f, 380f 
Bordetella pertussis, 624 
BPG. Vease 1,3-bisfosfoglicerato (BPG) 
BRCA1, gen, 686 
BRCA1/BRCA2, protefnas, 678 
Browniano, trinquete, 320 
Burkitt, linfoma de, 666,679c, 680 
motivo helice-lazo-helice y, 521 
protefna Myc en, 680 
protooncogenes y, 679c 

C 

c , anillo, de sintetasa de ATP, 200,201f, 205- 
206,206f 

C, genes, 707 

disposiciones para cadenas pesadas en 
el ser humano, 709f 
secuencias en la codification de cadenas 
ligeras de anticuerpos, 707f 
C 3 , plantas,230 

sfntesis de carbohidratos, 230-233 
C 4 , plantas, 234-235,235f 
C 4 , via, 234 

CAAT, caja (secuencia), 522f, 523 
Cabeza de martillo, ribozima, 76-77,76f 
Cadena hija en la duplicacion, 546f 


Cadena muy larga, acidos grasos de 

(VLCFA), y trastornos peroxi- 
somicos, 210PH 

Caderinas, 257-258,257f, 262,263f 
cancer, 260PH 

uniones adherentes, 260-262,26If 
CAK. Vease Cdk, cinasa activadora 
de (CAK) 

Calcio 

bomba de (ATPasa de Ca 2+ ), 158-159 
canales ionicos 

controlados por voltaje 

transmision sinaptica, 169,169f 
trifosfato de inositol y, 646 
liberation, inducida por calcio (CICR), 
646,647f 

protefnas de union a iones, 648 
Calcio (Ca 2+ ), iones 

adhesion celula-celula, 257,257f 
celulas vegetales, 648-649 
contraction muscular, 373-374, 373f 
estomas foliares, 649, 649f 
exocitosis, 306 
fo to sfntesis, 224f, 225 
mensajeros intracelulares, 628, 645-649, 
647f 

protefnas activadas por, 648f 
retfculo endoplasmico liso, 284 
transmision sinaptica, 169,169f 
transporte a traves de membranas, 
158-159 

visualization de concentration citoplas- 
mica, 646-648 

Calidad, mecanismos de control de 

duplicacion del DNA, 554-556,560. 

Vease tambien DNA, reparacion 
y puntos de revision en el ciclo celu¬ 
lar, 577-578,578f 
sfntesis de protefnas, 291,29If, 292, 
470,470np, 491,491f 
vigilancia del mRNA, 475-478 
Callo, 744 

Calmodulina, 648-648f 
Calor. Vease Temperatura 
Calorfas, dieta baja en, y lapso de vida, 34PH 
Calvin, ciclo de (ciclo de Calvin-Benson), 
230,231-232,231f,232f 
Caminata cromosomica, 767-768 
cAMP. Vease tambien Segundos mensajeros 
amplification de senales, 631 
elemento de respuesta a (CRE), 631 
expresion genica bacteriana y, 512-513, 
512f 

formacion a partir de ATP, 630f 
formacion localizada de, 625f 
inhibicion del crecimiento celular, 651 
movilizacion de glucosa, 630-631 
procesos afectados por las concentraciones 
cambiantes de, 632f 
protefna receptora de (CRP), 512,512f 
respuestas inducidas por hormona media- 
das por, 631c 

segundo mensajero, 624-625 
vfas de transduction de senales de, 
631-632 

Campo brillante, microscopia, 730 
preparation del especimen, 730 
Cancer, 662-691. Veanse tambien 

Carcinogenos; Malignidad; 
Oncogenes; Tumores; 
Tumorales, genes supreso- 
res; y canceres espectficos, p. ej., 
Mamario, cancer 


aberraciones cromosomicas y, 501PH, 
502PH 

causas, 665-666 
celulas 

asesinas naturales y, 695f, 696 
premalignas, 667f, 677, 677f 
ciclo de los centrosomas y, 585f 
cometido de moleculas de adhesion celu¬ 
lar, 260PH 
epidemiologfa, 666 
estrategias para combatirlo, 682-686 
detection y tratamiento tempranos, 
669-670,686 
inmunoterapia, 683-684 
medidas preventivas, 666 
quimioterapia 

pronostico del cancer, 670 
protefna p53 en la supervivencia 
celular, 677f 
resistencia a, 686 
terapias dirigidas, 683 
uso de perfiles de expresion genica, 
668-670,670f 
factores de riesgo, 666 
gen 

p53, 668,670,675-678,677f 
RBy, 673-675,673f 
genes 

“cruciales”, 676 

de reparacion de DNA y, 678, 681-682 
supresores tumorales, 670-682 
genetica, 666-682 

hereditario, variacion de secuencias micro- 
satelites, 681-682 
incidencia, 663f, 666f 
influencias epigeneticas, 667, 671f, 679 
inhibicion de 

angiogenesis, 685-686 
protefnas promotoras del cancer, 
684-685 

linfocitos T citotoxicos y, 693-694,695, 
704,707f, 717 

morfologfa normal y maligna, 662-664, 

^ 666-667^ 

motivo 

cremallera de leucina y, 521 
helice-lazo-helice y, 520-521 
mutaciones del gen p53, 675-677 
oncogenes, 670-672,671f, 678f, 679-682, 
679c, 684,686VE-690VE 
perfil pronostico, 670 
piel, y defectos en reparacion de DNA, 
566PH,567PH 

propagacion metastasica, 260PH, 663f, 
667-669,668f, 672,677,682- 

683.686 

receptores de factor de crecimiento y, 679f, 

681.686 

reparacion de discordancias y, 681-682 
represion de la transcripcion, 528-529 
senalizacion celular y, 664 
sfndromes 

familias en riesgo, 673 
hereditarios, 672f 
tipos, 666 

incidencia, 663f 
transmision vertical, 687VE 
transposiciones cromosomicas y, 502PH, 
520-521 

tratamiento. Vease en Medicos, tratamien- 
tos; Medicamentos 

virus y, 663-666,670,675,679,686VE- 
690VE 
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Cancerosas, celulas. Vease tambien Tumorales, 
celulas 

celulas normales y, 664-665 
comportamiento, 663 
inmunorreaccion innata a, 699f 
normalizadas mediante tratamiento de 
interferencia de RNA, 561 PH 
potencial de proliferacion, 667 
propiedades Sasicas, 663-665 
propiedades de crecimiento, 663-664, 
664f 

selection natural, 667 
telomerasa y, 505-506 
Cancerosas, celulas madre, 685 
Candidatos, estudios de genes, 420PH 
Capas de electrones, 32,32f 
Capside (cubierta proteinica) de virus, 22, 
22f 

Capsula bacteriana, 8f 

Captura en experimento de captura de pulso, 
277 

Carabinas 

mitocondria, 79 VE 
plegamiento de proteinas, 64, 68, 69f, 
78VE-82VE, 291,291f 
para proteinas mal plegadas, 292,292f 
reticulo endoplasmico, 286f, 287 
sintesis de proteinas, 68 
transporte de proteinas, 318, 319f, 320, 
320f 

Carbohidratos, 42-47. Veanse tambien 

Glucosa; entradas que comiencen 
con Glue-; Azucares 
almacenamiento de energia, 45,48 
captura y uso de energia, 109-114 
funciones, 42 
glucoproteinas, 290 

y asimetria de la membrana, 289f 
membranas, 124f, 129 
metabolismo, resumen, 183f 
oxidacion, 183-185 
proteinas. Vease Glucoproteinas 
sintesis, 215,217-218,217f, 23 If 
energia necesaria, 228,230 
fijacion de dioxido de carbono y, 229- 
236 

Carbonilo, grupo, 41c, 42,43f 
Carbono, atomos de 

a, de aminoacidos, 50,50f, 51,5If 
asimetricos (quirales), 43f, 44 
estados de oxidacion, 108,109f 
formaciones moleculares, 40 
moleculas organicas, numeration, 43f 
propiedades quimicas, 40 
reduction en la fotosintesis, 227 
Carbono, esqueletos de, 40,40f 
Carboxilasa de bisfosfato de ribulosa. Vease 
Rubisco 

Carboxilo, grupo, 41c, 50-51,50f 
Carboxilo terminal, dominio (CTD), de 
polimerasa de RNA II, 
446-447,446f, 457,457f 
Carcinogenos, 666,676, 685VE-687VE 
celulas cancerosas y, 663 
Carcinoma, protooncogenes y, 679c 
Cardiaco, musculo 

celulas (fibras cardiacas) 

concentraciones de calcio y, 647 
funcion del reticulo endoplasmico 
liso, 284 

production de ATP, 189PH 
uniones en hendidura y, 267,268 
Cardiolipina (difosfatidilglicerol), 182 


Cardiopatia, colesterol y, 316-317, 316f 
Carga 

densidad de, 749 

receptores, en vesiculas de transporte, 299, 
300f, 301f 

estudios dinamicos, 323VE 
Carga (electrica). Veanse tambien Asimetria 
(“lateralidad”); Polaridad; 
Separation de carga; Voltaje 
enlaces quimicos, 35,36f 
ionization, 33 

voltaje y potencial, 164,164f 
Carga en transporte, 276,296,297f, 
299-300,300f, 301f 
Cariotipos, 500f, 665f, 672 

celulas de cancer mamario, 665f 
Carotenoides, 220,220f 
Caspasas, 654 

iniciadora y ejecutora, 655 
Catabolicas, vias, 107,108f, 115-116,186, 
186f 

Catalisis rotacional (rotatoria) en sintetasa 
de ATP, 203-206,204f 
Catalitica, constante (k t , numero de recam- 
bio), 95c, 102 

Catalizadores. Vease Enzimas 
Cateninas, 258f, 260,261f 
Cationes, 33 

Cationico, intercambiador, 747 
Cationicos, canales 

controlados mecanicamente, 152 
neurotransmision, 169 
CBP, coactivador de, 527 
CD, proteinas, en linfocitos T, 702 
CD3, anticuerpos, en tratamiento de diabe¬ 
tes, 720PH 

CD20, anticuerpos, en tratamiento del can¬ 
cer, 684 

CD20-B7, interaccion, 717 
CD28-B7, interaccion, 717 
cdc2, cinasa, 574,575,575f, 576f, 612VE 
Cdc20,594 

Cdc25, fosfatasa, 575,576f, 578,578f 
CDG. Vease Congenitas, enfermedades, de 
glucosilacion (CDG) 

Cdk, cinasa activadora de (CAK), 

575,576f 

Cdk. Vease Ciclina, cinasas dependientes de 
(Cdk) 

cDNA. Vease Complementarios, DNA 
(cDNA) 

CED-3, gen, 654 
Celula-celula 

adhesion. Vease Adhesion, entre celulas 
contacto, 240f 

interacciones. Vease Comunicacion, entre 
celulas 

reconocimiento, 255,255f 
uniones. Veanse Uniones entre celulas y 
tipos espectficos, p. ej., Zonas de 
oclusion 

Celular 

biologia, tecnicas, 727-776 
cubierta (glucocaliz), 240,241f 
division, 570, 572. Veanse tambien Celular, 
proliferacion; Meiosis; Mitosis 
citoesqueleto, 329f, 330 
eucariota y procariota, 12 
inducible, 572 
meiosis y mitosis, 570 
propiedad de la celula, 5 
telomeros, 505 
fusion, 140,140f 


y movilidad de proteinas de membrana, 
140-141 

inmunidad, 697,711 

complejo mayor de histocompatibilidad 
en, 711-713 

locomotion, If, 330, 330f, 378-381,378f, 
380f 

membrana. Vease Plasmatica, membrana 
migration. Vease tambien Moviles, celulas 
embrion, 246f, 247,247f, 258,258f 
inflamacion, 259PH, 259PHf 
moleculas de adhesion, 255-260,263f. 

Vease tambien Adhesion, entre 
celulas 
cancer, 260PH 

inflamacion, 258PH-260PH, 259PHf 
senalizacion transmembrana, 262-263 
placa, de plantas, 271,598,599f 
proliferacion. Veanse tambien Cancer 
desarrollo de tumores, 667 
telomeros y, 505-506 
receptores de superficie, 240,240f, 242f. 
Veanse tambien G, proteina; 
Integrales, proteinas de mem¬ 
brana (proteinas integrales); 
Membrana, receptores 
captation de ligando extracelular, 311, 
314 

receptores “domesticos”y “de serializa¬ 
tion”, 314, 315,315f 
senalizacion celular, 617-618,619 
vesiculas cubiertas, 311, 313f 
via endocitica, 314-315,315f 
teoria, 2-3 

terapia de remplazo, 18PH-20PH, 19PHf 
Celular, ciclo, 571-579 

dinamica de los microtubulos, 345-346, 
345f 

duplication del DNA, 557-558 
duration, 572 

factor promotor de la maduracion 
(MPF), 573-574,574f 
fases, 571, 571f. Veanse tambien fases 
especificas,p. ej., Interfase 
gen pRb en la regulacion del, 674-675 
in vivo, 572 

proteina p53 en la detencion del, 675 
punto de restriccion, 574np 
puntos de revision, 577-579,579f 
dano del DNA y, 577-578,578f 
punto de revision del huso, 592-594, 
593f, 594f 

puntos de transicion (compromiso), 
574,574np, 575f, 577f 
START, 574,575f 
regulacion, 572-579,590f 

celulas de mamiferos, 577,577f 
cometido de las cinasas de proteina, 
573-577,576f 

cometido del factor promotor de la 
maduracion (MPF) 
estudios para determinar, 609VE- 
612VE 

etapas significativas, 572-579 
localizacion subcelular, 576-577, 

576f 

resumen, 571f 

Celular, senalizacion, 616-661. Veanse 

tambien Comunicacion, entre 
celulas; Senales, transduccion 
activacion de linfocitos, 716-717 
apoptosis y, 653-657 
balsas lipidicas y, 139,139f 
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calcio como mensajero intracelular, 
645-649 

convergencia, divergencia y comunica- 
cion cruzada, 649-652 
elementos basicos, 617-619 
fosforilacion por proteintirosinasas, 
634-645 
inicio, 617-618 

mensajeros y receptores extracelulares, 
619 

oxido nitrico como mensajero interce- 
lular, 652-653 

receptores acoplados a proteina y 

segundos mensajeros, 620-634 
terminacion, 617-618 
tipos, 617f 
Celulares 

cultivos, 743-744 

primer cultivo humano, 3,3f 
tipos, 745f 
lineas, 744 

paredes, 268-271,270f 
bacterias, 8f 
plantas, 8f, 269-271 
y citocinesis, 598,599f 
Celulas. Veanse tambien tipos espedficos, p. ej., 
Epiteliales, celulas 
actividades dinamicas, 6,377 
adhesion mutua. Vease Adhesion, entre 
celulas 
clases, 7-17 

descubrimiento, 2-3,2f 
especializacion, 15-16,16f 
estructura, 8f, lOf, 11,17f 

funcion de la bicapa lipidica, 128 
evolucion, 7 

interacciones, 263f. Veanse tambien 

Comunicacion; entradas en 
Serial 

ambiente, 6,239-273,240f, 263f 
materiales extracelulares, 248-254 
otras celulas, 254-263 
muerte, 3,505. Vease tambien Apoptosis 
y respuesta de proteina desplegada, 293 
organization 

interna, 3-5, 4f, 17f 

funcion de los microtubulos, 336 
tejidos, 240f 
pluripotenciales, 19PH 
procariotas y eucariotas, 7-8,9-15, 9c 
estructura, 11,17f 
tamanos, 20 

propiedades basicas, 3-7 
reacciones a estimulos, 6 
reproduction, 570-615. Vease tambien 
Celular, division 
senescencia, 505,668 
Celulas madre, 18PH, 18PHf. Veanse 

tambien Cancerosas, celulas 
madre; Embrionarias, 
celulas madre (ES) 
desarrollo de tumores, 667 
espermatogoniales, 20PH 
hematopoyeticas (HSC), 18PH, 697,697f 
rechazo inmunitario y, 19PH 
“transdiferenciacion”, 19PH 
trasplante, para enfermedad autoinmuni- 
taria, 720PH 

Celulosa, 45-46,46f, 269-270,270f 
sintesis de microfibrillas, 271f 
CEN-P, proteina motora, 584f, 605f 
Centelleo, 742 

Central, elemento promotor, 445f 


Centrales, histonas, 492,492f, 494-495 
duplicacion del DNA, 560-561,561 
promotores, 522-523,525-526,525f 
Centrifugation. Veanse tambien 
Sedimentation; 
Ultracentrifugacion 
diferencial, 280f, 744-746 
de equilibrio, 755-756 
por gradiente de densidad, 745f 
ultracentrifugacion y, 754-755 
Centriolos, 8f, 342-343, 342f, 584, 

585f, 589f 

Centromeros, 506,506f, 580f, 583-584,583f, 
590,605f 

Centrosomas, 342-344, 342f, 343f 
ausencia, 585-586 
huso mitotico y, 586f 
ciclo de, 584,584f 

separation y migration, 584-585,585f 
tubulina y, 344-345 
Ceramidas, 126f, 127 
Cerebro. Vease Encefalo/cerebro 
Cerebrosidos, 126f, 127 
Cervical, cancer, 666-667,686 
detection temprana, 686 
protooncogenes y, 679c 
Ceto- (definition), 43 f 
Cetohexosas, 43f 
Cetosas, 42 

CFTR. Vease Quistica, fibrosis, regulador de 
la conductancia transmembrana 
(CFTR) 

cGMP, canales de sodio controlados por, 
percepcion sensorial, 632 
percepcion sensorial, 632 
via de transduction de senales, 652f 
CGN. Vease Red de Golgi cis 
Chaperoninas, 68,69f, 79VE, 80VE-81VE. 

Veanse tambien GroEL; GroES 
Chargaff, reglas de, composition de bases del 
DNA, 396 

Chimpance, genoma, y del ser humano, 417 
Chk, cinasas de punto de revision, 578,578f 
Choque termico, genes, 436 

proteinas, 78VE. Vease tambien Carabinas 
respuesta de, 78VE 
Cianobacterias, 14,14f 
cloroplastos, 14,14f 

ancestrales, 25VEf, 26VE, 26VEf, 
215-216 

Ciclica, fotofosforilacion, 229,229f 
Ciclico, monofosfato de adenosina (AMP 
ciclico). Vease cAMP 

monofosfato de guanosina (GMP ciclico). 
Vease cGMP 

Ciclicos, nucleotidos. Veanse cAMP; 
cGMP 

Ciclina, cinasas dependientes de (Cdk) 
celulas de mamifero, 577,577 f 
complejos con ciclinas. Vease Ciclina- 
Cdk, complejos 
detencion de la meiosis y, 606 
estado de fosforilacion, 575,576f 
inhibidores, 575,578-579,579f 
regulation, 575-577,576f 
reguladores del ciclo celular, 574, 

576f 

CicUna-Cdk, complejos, 575. Vease tambien 
Maduracion-factor promotor 
(MPF) 

duplicacion de centrosomas y, 584 
Ciclinas, 573-574. Vease tambien Mitoticas, 
ciclinas 


cambios de concentration ciclicos, 573- 
574,574f,575,575f 
degradation, 575-576,576f 
detencion de la meiosis, 605-606 
fecundation, 611VE, 611VEf 
relacion con cinasa de proteina cdc2, 
612VE 

relacion con factor promotor de la madu- 
racion, 611VE, 612VE 
Ciclooxigenasa 2 en prevention del cancer, 
666 

Ciclosporina A, 710,720PH 
Cigoteno, 602f 

Cigotica (inicial), meiosis, 600f, 602 
Cigotos, 600f 

numero cromosomico, 390f 
anormal, 606PH 

Ciliar (axonemica, flagelar), dineina, 354- 
355,355f 

Ciliopatias, 351PH 

Cilios, 349-356. Vease tambien Axonemas 
cuerpos basales y, 344, 352-353, 353f 
desarrollo y enfermedad, 350PH-351PH 
estructura, 351,352f 
flagelos y, 349 
locomotion 

brazos de la dineina, 354-355,355f 
mecanismo, 355-356,356f 
teoria de los microtubulos deslizantes, 
356,356f 
no moviles, 349 
nodo embrionario, 350PHnp 
patron de batido, 349,349f 
Cinasa de proteina A (PKA) 

movilizacion de glucosa, 630-631 
via de senalizacion de cAMP, 631-632 
Cinasa de proteina C (PKC) 

reclutamiento y activacion, 627-628 
respuestas mediadas por, 628c 
Cinasas. Veanse tipos espedficos, p. ej., 
Tirosincinasas 

de punto de revision, 578,578f 
Cine, motif dedo de, 519,520f 
Cinesina, proteinas tipo (KLP), 339-340 
dirigidas al extremo mas y al menos, 
339 

Cinesinas, 338-340,339f, 340f, 341-342,341f 
cambios conformacionales, 338,339f 
despolimerizacion de los microtubulos y, 
592 

movimiento a lo largo de los microtubu¬ 
los, 338, 339f 

sentido de movimiento, 338,339, 341f 
transporte intraflagelar, 353-354,353f 
Cinetica y termodinamica, 94,194-195 
Cinetocoros, 506,506f, 583-584,584f 
cometido de la tension, 587,594,594f 
funciones, 584 

microtubulos y, 587-588,587f, 589 
prometafase mitotica, 580f, 587 
proteinas motoras, 595,595f 
punto de verificacion del huso y, 592-594, 
593f 

Cinta de estructura molecular, modelo, 57f 
cis y trans , dobles enlaces, 47 
Cisternal (luminal), espacio. Vease en 

Endoplasmico, reticulo (ER) 
Cisternas, 274 

aparato de Golgi, 276f, 294-295,294f, 
300f 

modelo de maduracion, 296,297-298, 
297f, 727f 

reticulo endoplasmico rugoso, 283,283f 
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Citocina (C), 76,76f, 395,396f. Vease tam¬ 
bien Nucleotidos 
pareamiento de bases, 397f-398f 
Citocinas 
activacion de 

linfocitos B, 717-718 
linfocitos T, 702 

enfermedad autoinmunitaria, 720PH 
fuentes y funciones, 702c 
Citocinesis, 571,571f, 581,594f, 596-599,597f 
cuando ocurre la separacion, 598,598f 
donde ocurre la separacion, 597,598 
resumen, 596 

surco de separacion, 596-597,596f, 597f 
Citocromo, oxidasa de (oxidasa de citocromo 
c), 195f, 196-198,196f, 197f 
Citocromo b^f, 226,226f, 227f 
Citocromo bc v 196,226 
Citocromo c , 194,194f, 196f 
en apoptosis, 656,656f 
Citocromo P450, enzimas, 284,421PH 
Citocromos, 191,194f 
Citoesqueleto, lOf, Ilf, 180f, 328-387 
componentes, 328, 329f 
eucariota y procariota, 11 
funciones, 329-330, 329f 
metodos de estudio, 330-333 
mitosis, 574,580f, 584 
naturaleza dinamica, 3 3Of, 349 
origen, 26 VE 
procariotas, 328-329 
proteinas del, en apoptosis, 654 
proteinas motoras y, 338-342 
transmision de senales y, 262 
uniones adherentes y, 261f, 262 
Citomembranas. Veanse Citoplasmicas, 
sistemas de membranas; 
Endomembranosos, sistemas 
Citoplasma, 11, Ilf 

intercambio nucleocitoplasmico, 488-491, 
488f 

Citoplasmica 

cinasas de proteina, oncogenes que codifi- 
can, 680 
Citoplasmicas 

dinernas, 340-342, 341f 

aparato de Golgi y, 333, 341f 
direccion de movimiento, 341, 341f 
mitosis, 584f, 595,595f 
membranas, 11,14,14f 
proteintirosincinasas, 634 
sistemas de membrana, 122f, 274- 
327. Vease tambien 
Endomembranosos, sistemas 

Citosol, 12 
celulas 

animales, 8f 
eucariotas, lOf 
vegetales, 8f 

Citosolico, espacio, del reticulo endoplasmi- 
co,283,283f 

Citotoxicos, linfocitos T (CTL), 702 

celulas presentadoras de antigeno y, 71 If 
coriomeningitis linfocitica, 720VE- 
721VE 
desarrollo, 715 

reconocimiento de antigenos MHC 
clase 1, 714 

Citrico, acido, ciclo. Vease TCA, ciclo 
Clasificacion, senales. Veanse tambien 

Reconocimiento, senales; Serial, 
secuencias 

transporte de proteinas, 276,302, 304 


Clatrina, 312-313,312f, 321VE, 323VE- 
324VE, 324VEf, 622 
endocitosis mediada por, 323VE-324VE, 
324VEf 

vesiculas cubiertas de, 299, 300f, 303f 
endocitosis, 312-314,312f, 313f, 314f 
estructuras, 303-304, 312-314,313f 
estudios dinamicos, 323VE-324VE, 
324VEf 

formacion, 303f, 304, 312f 
miosinas y, 368 

primeros estudios, 321VE, 323VE 
proteinas accesorias, 314 
transporte de enzimas lisoso micas, 303, 
303f, 304 

Claudinas, 265,265f 
Clinicos, ensayos, 74f 
fases, 67PH-68PH 
Clonacion, 513-514,513np, 514f 

vectores, para fragmentos de DNA mas 
grandes, 768 
Clonados, animales 
gato, 497f 

oveja, 513-514,513np, 514f 
Clonal 

cultivo, 744 

teoria de la seleccion, 697-701,698f 
Cloro, canales de iones, 169,169f 
Clorofilas, 219-220,220f, 226f, 227. 

Veanse tambien P680; P700; 
Pigmentos 

centros de reaccion, 221-222,221f, 223- 
224 

efectos de la absorcion de luz, 219 
Cloroplastos, 8f, 216f, 3Ilf. Vease tambien 
Tilacoidales, membranas 
absorcion de energia, 219 
captacion de proteina, 320-321, 320f 
cianobacterias, 14,14f 
enzimas, 231-232,232f 
estructura y funcion, 216-217 
fotosintesis, 214-238 
funciones celulares, 5f 
genoma, 215-216,217 
membranas, 216-217,216f 
mitocondrias, 216-217,218 
origenes supuestos, 28VE 

teoria del endosimbionte, 25VE, 
25VEf, 26VE, 26VEf 
Clostridium tetani , inmunizacion contra, 
700-701 

CML. Vease Cronica, leucemia mielogena 
(CML) 

CNP. Vease Copias, polimorfismos de nume- 
ro de 

Coactivador mediador, 525f, 526 
Coactivadores de la transcripcion, 525f, 527f 
Coagulacion, tecnicas, 757 
Coagulos. Vease Sanguinea, coagulacion 
Cocaina, 170 

Cockayne, sindrome de (CS), 566PH 
Codigo postal, secuencias de localization, 
533 

Codones, 464. Veanse tambien Inicio, codones 
de; Terminacion (detention), 
codones 

aminoacidos especificados, 465-466,466f 
mRNA nuclear y mitocondrial, 465 
decodificacion por tRNA, 467-470 
interacciones con anticodones, 468-469, 
469f, 473f, 474f 
serial de terminacion, 465 
sintesis de polipeptidos, 473-475,474f 


variabilidad de tercer nucleotido, 466, 
468-469 

hipotesis del bamboleo, 469,469f 
Coenzima A, 185,186f 
Coenzima CX Vease Ubiquinona (UQ_, coen¬ 
zima QJ 

Coenzimas, 94. Veanse tambien FAD; 

FADHy, NAD; NADH 

ciclo 

de acidos grasos, 186f 
TCA, 185f, 186 
reducidas 

cadena de transporte de electrones, 188 
energia a partir de, 188 
formacion de ATP, 187-188 
fosforilacion oxidativa, 187,187f 
Coestimulatoria, serial, 716 
Cofactores 
enzimas, 94 
fotosistema 1,227 
Cofilina, 376,380, 380f 
Cohesina, 582f, 583,583f, 605,605f 
Colaboradores, linfocitos T (celulas T H ), 
702-703,702np 

activacion de linfocitos B por, 717 
celulas presentadoras de antigeno y, 
711f 
clases, 702np 

formacion de anticuerpos, 703f 
que reconocen moleculas MHC clase 
II, 714 

Colagena, genes, mutaciones, 244-245 
Colagenas, 242f, 243-245,243f 
anormalidades, 244 
membrana basal, 244f, 248,248f 
Colas 

histonas. Vease en Histonas 
lrpidos de membrana. Vease Acidos grasos, 
colas 

proteinas integrales de membrana, 250f 
RNA mensajeros. Vease Poli(A), cola de 
mRNA en Mensajeros RNA 
(mRNA) 

Colesterilester, proteina de transferencia de 
(CETP), 316-317 

Colesterol, 40f, 49,49f, 315-317. Vease tam¬ 
bien Lipoprotemas 
balsas lipidicas, 138,139f 
bicapa lipidica, 12 7f 
complejos de lipoprotema, 315, 316f 
forma “buena”, 316 

hipercolesterolemia familiar y, 322VE- 
323VE 

longevidad, 316-317 
membranas, 124f, 127 
reductasa de HMG CoA, 322VE 
Colicinas, 479VE-480VE 
Colon 
cancer 

antiinflamatorios, 666 
cambios geneticos progresivos, 668,668f 
defectos en la reparacion de DNA, 
567PH 

farmacos que previenen, 666 
forma hereditaria sin poliposis 
(HNPCC), 681-682 
genes supresores tumorales, 676-678 
mutaciones genicas en, 681-682 
protooncogenes y, 679c 
reparacion de disconformidades, 681 
secuencias repetitivas de DNA, 681 
polipos (adenomas), 668, 677,677f 
premalignos, 677-678, 677f 
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Colorrectal, cancer, 531 
incidencia, 663f 

Comparativa, genomica, 416-418 
Compartimentalizacion por membranas, 

121,122f 

Competitivos, inhibidores enzimaticos, 103, 
104,104f, 105f 

Complejidad como propiedad de la celula, 
3,4f 

Complejo I. Vease NADH, deshidrogenasa de 
Complejo mayor de histocompatibilidad 
(MHC), 709-715 

activacion de linfocitos, 716-717, 716f 
alelos, 710c, 710f 

distincion entre lo propio y lo ajeno, 
715-716 

enfermedades autoinmunitarias, 719PH 
grupos sanguineos y, 709-710 
infecciones viricas y, 714f 
moleculas clase I y clase II, 712f, 713-714 
estructura, 722VEf, 724VEf 
funciones, 714-715 
polimorfismo, 710f, 714-715 
presentation de antigeno, 693f, 720VE- 
724VE 

receptores de linfocitos T y, 724VEf 
rechazo de injerto, 710 
reconocimiento de antigeno por linfocitos 
T, 711-713,711f 

vias de procesamiento de antigeno y, 712f 
Complementariedad 

acidos nucleicos, 403,442 

DNA, 399 

mRNA, 431 

RNA, 432f 

tRNA, 467,467f, 468 

Complementariedad, regiones determinantes 
(CDR), 723VE-724VE 
Complementarios, DNA (cDNA), 449f 
bibliotecas, 768-769 
purificados 768-769 
sintesis, 769f 

uso en micromatrices de DNA, 516f- 
517f, 517 

Complemento en sistema inmunitario, 699 
Completo, duplicacion del genoma, 409, 
410np 

Compromiso (transition), puntos del ciclo 
celular, 574,574np, 575f, 577f 
START, 574,575f 
Computadoras 

diseno de farmacos basado en la estructu¬ 
ra, 73,74f 
proteomica, 70-71 

Computarizada, tomografia axial (CAT), 
738np 

Comunicacion 
entre celulas, 240 

funcion de la membrana plasmatica, 

122,122f 

via 

desmotubulo, 268 

nanotubos de tunelizacion, 268,268f 
uniones comunicantes, 266-268 
entre celulas y su ambiente, 240 
Concentration, gradientes, 147,163, 

Veanse tambien Gradientes; 
Protomotriz, fuerza (Ap) 
separacion de carga y, 198 
Condensina, 581-583,582f 
Condicionales, desactivaciones genicas, 774 
Conductancia de iones, 150,151f 
Conexinas, 266f, 267-268 


Conexones, 266f, 267-268 
Confocal, microscopio de fluorescencia, 
trayectorias de la luz, 734f 
Conformation 

cadenas polipeptidicas, 55-58,57f 
molecular, 55 

nativa, de polipeptidos, 63,64f, 69f, 43 If 
proteinas 

enfermedades neurodegenerativas, 
65PH-68PH 

enlaces no covalentes, 58,59f 
prionicas, 65PH, 66PHf 
segmentos no estructurados (desorde- 
nados), 57 

Conformacionales, cambios, 60,114 
catalisis rotacional, 203-206,204f 
enzimas, 60f, 99-101, lOOf, 114-115 
modulation 

alosterica, 115,115f 
covalente, 114-115 
proteinas. Vease en Proteinas 
receptores, 524,525f 
Conformomeros, 66PHf 
Congelados, especimenes, en microscopia 
electro nica, 736-737 
Congelamiento, grabado por, 739-740 
Congenitas, enfermedades, de glucosilacion 
(CDG), 291 

Congresion de cromosomas, 587 
Conjugation en bacterias, 12,12f 
Conjuntivo, tejido, 240 
Consenso, secuencias, 436,436f, 445,453f 
Conservadas, secuencias, 416-418,417f. 

Vease tambien Evolution 
actina, 361 

aminoacidos en proteinas, 51, 74 
canales ionicos de potasio, 153 
centros de reaction fotosinteticos, 223 
histonas, 492 
microRNA, 462 

nucleotidos, en sitios de empalme de 
pre-mRNA, 453 

origenes de duplicacion, 557, 558f 
rRNA, 480VE 
secuencias de consenso y, 436 
secuencias de DNA centromericas y, 
506 

selection natural, 416np 
sintetasa de ATP, 200 
telomeros, 503-504 

Conservativa, duplicacion, 543-544,543f 
Contractil, anillo, en citocinesis, 596-597, 
597f 

Contractiles, proteinas, y membrana plasma¬ 
tica, 377 
Contractilidad 
muscular, 368-374 
no muscular, 377-383 
Controlados, canales ionicos, 152. Veanse 

tambien Voltaje, canales ionicos 
controlados pory tipos especificos , 
p. ej., Potasio, canales ionicos 
bombas de proteina, 163 
cotransportadores, 163 
reticulo endoplasmico rugoso (translo¬ 
co n), 287 

transmision sinaptica, 169,169f 
Convencionales, miosinas. Vease Miosina II 
(miosina convencional) 
Copaxona, 720PH 

COPI, vesiculas cubiertas de, 299,299f, 300- 
302,300f 

recuperation de proteinas, 302f 


COPII, vesiculas cubiertas de, 299-300, 

299f, 300f 

Copia unica (no repetidas), secuencias de 
DNA de, 408-409,408f 
“Copiar y pegar”, transposicion genetica, 
413,413f 

Copias, polimorfismos de numero de, 418, 
419f 

Corneal, estroma, 244,244f 
Coronaria, enfermedad cardiaca. Veanse 

Ataques cardiacos; Cardiopatia 
Correpresores de la transcripcion, 51 If, 513, 
528,528f 

Corriente arriba y corriente abajo en el 
DNA, 434f, 436,436f 

“Cortar y pegar”, transposicion genetica, 412, 
412f, 413,413f 

Corteza (zona cortical) de una celula, 374 
Cosecha de luz, complejos 
LHCI, 226,226f 
LHCII, 223,224f 

Cotraduccional, transporte de proteina, 285, 
285np,286f, 287 

Cotranscripcional, procesamiento, 45If 
Cotransporte, 162-163,162f 
Covalente, modification de enzimas, 114- 
115 

Covalentes, enlaces, 32-33 
CPEB, proteina, 534f 
CpG, dinucleotidos, 699 
CREB, factor de transcripcion, 651 
Crecimiento 

conos de, celulas nerviosas, 381-383 
estructura, 382f 
miosina tipo II, 363f 
movimiento dirigido, 383, 383f 
factor de, receptores, oncogenes que codi- 
fican, 679-780 

factores de 

activacion de proteintirosincinasas 
receptora, 634 

celulas cancerosas y, 663-664 
oncogenes que codifican, 679-680 
secretion por celulas cancerosas, 685- 
686 

hormona del crecimiento (GH), mutage¬ 
nesis dirigida a un sitio, 73 
Cresta neural, celulas, migracion embriona- 
ria, 246f, 247,247f, 360 
Crestas, 180f, 181,181f 
Creutzfeldt-Jakob, enfermedad de (CJD), 
65PH-66PH 

Cri-du-chat , sindrome, 502PH 
Crioelectronica, tomografia (crio-ET), 738 
Criofijacion, 736-737 
Criofractura 

replicas por, 739-740 

celulas de raiz de cebolla, 740f 
formacion, 73 9f 

tecnicas para estudiar membranas, 13If 
Criomicroscopia electronica (crio-EM), 753 
Criosecciones, 737-738 
Cristalina, membrana, 181,181f 
Cristalografia de rayos X, 57,57f, 752-753 
Cromatides, 583f. Vease tambien 
Cromosomas 

complejo sinaptonemico, 603f 
destino, 600-601 
meiosis, 601,602 
separacion, 605f, 606 
ausencia, 606PH 

mitosis, 580f, 582f, 583,583f, 587,588, 
590 
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Cromatina, lOf, 11, 486f, 492. Veanse tam¬ 
bien Cromosomas; DNA; 
Eucromatina; Heterocromatina; 
Histonas; Nucleosomas 
andamiaje, 495f, 581,582f 
compactacion, 494-496,496f, 581. Vease 
tambien Heterocromatina 
complejos de remodelacion de, 527f, 526- 
528,527f,528f 
desactivacion, 528f 
dinamica, 508f 

duplication del DNA, 560-561,561f 
empaque. Vease DNA, empaque 
inmunoprecipitacion de (ChlP), 523f, 524 
interfase, 496,581 
lazos (dominios), 495,495f, 496f 
niveles de organizacion, 496f 
organizacion estructural, 492f, 494-496, 
494f 

alteraciones por coactivadores, 526-528, 
527f 

Cromatografia, 746-748 
afinidad, 747-748 
filtration en gel, 747 
intercambio ionico, 746-747 
Cromosomas, 390-395,491-506. Veanse 
tambien Bivalentes (tetra- 
das); Quiasmas; Cromatides; 
Homologos, cromosomas; 
Telomeros 
accesorios, 391 

celulas normales y cancerosas, 663-665, 
664f 

compactacion (condensation), 581-582, 

58 If, 582f, 602,604,605 
prematura, 573,573f 
constriction primaria, 583 
descubrimiento, 390-391 
division reduccional, 391 
entrecruzamiento, 392-394, 393f, 604f, 
608,608f. Vease tambien 
Genetica, recombination 
desigual, 410,410f 
“puntos calientes”, 421PH, 608np 
escobillon, 495f, 604 
esponjados, 394f, 395 
gigantes, 394-395, 394f 
interfase, 507-508,507f 
liberation de cohesina, 583 
ligamiento, 391-392 
locus genico, 394,508f 
mapeo. f&r^Mapeo 
marcadores, 506 
meiosis, 602-606 

mitosis, 496,496f, 501,580f, 581-584, 
582f, 589f 

anafase, 590-592,591f 
metafase, 588-589,588f, 592-594 
prometafase, 586-588,586f, 588f 
movimiento, 580f, 586-587,588f, 590- 
591,591f,595,595f 
congresion, 587 

despolimerizacion de los microtubulos 
y, 591-592,592f,593f 
fuerzas necesarias, 591-592,593f, 595, 
595f 

proteinas motoras, 595,595f 
tension en el cinetocoro, 594,594f 
patrones de bandas, 394f, 395,500f 
politenicos, 394f, 395 
portadores de la information genetica, 
391-392 

procariotas y eucariotas, 11,12 


rotura, 501PH 
sexuales, 392f, 496-497 
simios y seres humanos, 502PH, 503PHf 
variantes estructurales, 410,410np, 419f, 
421 

Cromosomica, caminata, 767-768 

Cromosomicas, aberraciones, 501PH- 
503PH 

activacion de oncogenes, 671 f, 672 
apoptosis y, 680 

deleciones, 410,419f, 421,501PH, 
502PH 

y retinoblastoma, 673-675,680 
duplicaciones de segmentos, 410,410f, 
410np, 421,501PH, 502PHf, 
503PH. Vease tambien Genes, 
duplicaciones 
inserciones, 419f, 421 
inversiones, 419f, 421,501PH, 502PHf 
no disyuncion, 606PH-607PH, 
606PHf 

oncogen myc, 680,68If 
sitios fragiles, 501PH 
transposiciones, 501PH-502PH, 
502PHf 

y malignidad, 502PH, 520-521, 

684 

Cromosomico, numero, 390-391,599-600 
anormalidades, 605, 606PH-607PH, 
606PHf 

complemento humano normal, 

606PH 
diploide, 409 
gametos y cigotos, 390f 
haploide, 402,502PH 
poliploidizacion, 409 

Cromosomicos, microtubulos (cinetocoro, 
fibras del huso cromosomico), 
588,589,589f,591f,595f 

Cronica, leucemia mielogena (CML), 684 
aberraciones cromosomicas en, 502PH, 
684 

desarrollo de farmacos para, 73,74f 

CRP. Vease cAMP, proteina receptora de 
(CRP) 

Cruzada, comunicacion, 649,650-651,650f 
entre dos vias de serialization principa- 
les, 65If 

Cruzado, enlace, proteinas de, 337f, 375f, 
376,376f 

Cruzados, puentes 

entre elementos del citoesqueleto, 33 7f, 
357,357f 

sarcomera, 369, 369f, 370f, 371 
energetica, 372-373 
rigor mortis, 373 

CTD. Vease Carboxilo terminal, dominio 
(CTD) 

C terminal, dominio. Vease Carboxilo termi¬ 
nal, dominio (CTD) 

Cuaternaria, estructura de proteinas, 60-61, 
61f 

Cubiertas 

proteinas. Vease tambien Proteinas, capas 
gemacion de vesiculas, 281,28If 
vesiculas, 299-300,300f, 301f, 304 
vesiculas, 298,299-301,299f, 300f, 

303f. Veanse tambien Clatrina, 
vesiculas cubiertas de; COPI, 
vesiculas cubiertas de; COPII, 
vesiculas cubiertas de 
endocitosis mediada por receptor, 
312-314 


estudios, 321VE, 321VEf, 323VE- 
324VE, 324VEf 
formation, 300f, 312, 312f, 314f 
fosfolipidos en, 299np 
perdida de la cubierta, 324VE, 324VEf 
Cuerpo intermedio de la citocinesis, 596, 
5096f 

Cutaneo, cancer, y defectos en reparation de 
DNA, 566PH-567PH 

D 

Dalton (definition), 22np 
Daml, anillo, en movimiento cromosomico, 
592,593f 

Darwiniana, selection, 416np 
Davson-Danielli, modelo de, 124,124f 
Debiles 

acidos y bases, 39,39c 
enlaces ionicos, 35 
fuerzas de atraccion, 36f, 37, 37f 
Decaimiento mediado por secuencias sin 
sentido (NMD), 475-476 
Defensinas, 699 

Degeneracion del codigo genetico, 465,466f 
Degron, secuencia de aminoacidos, 538 
Deleciones. Vease en Cromosomicas, aberra¬ 
ciones 

mapeo de, 522f, 523 

Delgados, filamentos. Vease tambien Actina, 
filamentos 

fibras musculares, 369, 369f 

acoplamiento de excitacion y con- 
traccion, 374, 374f 
deslizamiento durante la contraccion, 
370,370f,372f 
estructura, 370, 370f 
miosina II como motor, 371 
Demencia. Vease tambien Alzheimer, enfer- 
medad de 

FTDP-17 hereditaria, y proteina relacio- 
nada con microtubulos tau, 335 
Dendritas, 164,164f 
Dendriticas, celulas (DC), 701,701f, 702 
activacion de celulas T, 717 
“Dentro hacia afuera”, senaHzacion, 249 
Depresiones cubiertas, 311-313, 312f 
estudios, 321VE, 323VE-324VE, 

323VEf, 324VEf 
Dermis, 240,240f 
Desacoplamiento 

oxidacion y fosforilacion, 198-199 
proteinas de (UCP), 199 
Desactivaciones genicas condicionales, 774 
Desarrollo, metilacion de DNA durante, 
529-530,529f 
Desensibilizacion, 622 
Desfosforilacion 
lipidos, 576f, 625 

regulacion del ciclo celular, 575,576f 
Deshidrogenasas, 112,191 
Deslizante, filamento, modelo de, para con¬ 
traccion muscular, 369-374,370f 
Deslizantes, microtubulos, teoria para la 
motilidad, 356, 356f 
Desmina, miopatia relacionada con, 360 
Desmosomas (manchas adherentes), 26If, 
262,262f 
D e s na turalizacio n 
DNA, 402,402f 

proteinas (desplegamiento), 63, 63f 
Desnudo, raton, 17f 

Desordenados, segmentos proteinicos (no 
estructurados), 57 
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Desoxirribonucleico, acido. Vease DNA 
Desoxirribonucleosidos, terminologfa, 395np 
Desoxirribosa, 75f, 395,395np, 422VE 
Desplegada, respuesta de protefna (UPR), 
292-293,292f 
muerte celular y, 293 
Despolarizacion, 165,166f 

canales ionicos controlados por voltaje, 

154 

en impulso nervioso, 167,167f, 169,169f 
microtubulos y movimiento de cromoso- 
mas, 593f, 595f 

Despolimerasas, 592,593f, 595f 
Destoxificadoras, enzimas, 284 
Deteccion, pruebas. Vease tambien en Medico, 
diagnostico 

diseno de farmacos basado en la estruc- 
tura, 73,74f 

Detencion, codones de. Vease Termination 
(detencion), codones 

DHA. Vease Docosahexaenoico, acido (DHA) 
Diabetes dependiente de insulina (IDDM), 
729PH-720PH 

Diabetes mellitus, 719PH-720PH 
anticuerpos en el tratamiento, 720PH 
autoinmunidad y, 719PH 
insulinodependiente (IDDM), 719PH- 
720PH 

membrana basal del rinon y, 241 
receptores de insulina, 644-645 
trasplante de islotes pancreaticos, 18PH 
Diacilglicerol, 627-628 
Diacinesis, 602f, 604 
Dicer, ribonucleasa (endonucleasa Dicer), 
460,460f, 463,499f 
Didesoxirribonucleosido, trifosfatos de 
(ddNTP), 766-767 
Dieta/ alimentation 
cancer y, 666 

restringida en calorias, y lapso de vida, 
34PH 

Diferenciacion, 15-16,16f, 262-263,263f 
de gametos, 601, 601f 
Diferenciadas, celulas 

informacion genetica, 513,5l4f 
inhibidores de Cdk, 579 
tratamiento de remplazo celular, 19PH, 
19PHf 

Diferencial, microscopia de contraste de 
interferencia, 731,73 If 
Difosfatidilglicerol (cardiolipina), 182 
Difraccion de rayos X, 752-753 
Difusion, 21,147 

coeficiente de, 141,141f, 142 
a traves de membranas, 147-148,148-156, 
320 

agua, 149-150,149f, 150f 
energetica, 147 
facilitada, 156-157,156f 
iones, 150-156 
no electrolitos, 148 
no uniforme, 320 
solutos, 147-149,147f, 150-157 
zonas de oclusion, 265 
Dfmeros. Veanse tipos espectficos, p. ej., 

Histona, dfmeros 
Dinamina, 314,314f 
Dinefnas 

ciliares (axonemica, flagelar), 354-355, 
355f 

cambios conformacionales, 355,355f 
deslizamiento en microtubulos, 355- 
356,355f,356f 


citoplasmicas, 340-342,341f 
aparato de Golgi y, 333, 341f 
estructura, 340-341, 341f 
mitosis, 584f, 595,595f 
sentido de movimiento, 341, 341f 
2,4-dinitrofenol (DNP), 198-199 
Dioxido de carbono (CO 2 ) 

conversion en carbohidrato (CH 2 0),215, 
217-218,217f,231f 
energfa necesaria, 228 
fijacion, 230,230f, 231f, 232-233 
plantas CAM, 236 
plantas C 4 ,234,235,235f 
sfntesis de carbohidratos, 229-236 
via alterna, 234-235 
fotorrespiracion, 232-233,233f, 234f 
fotosfntesis, 215,217-218,227 
Diploide, estado, 409,599-600 
Diploteno, 602f, 604 
Dipolos, 33, 37. Vease tambien Separation 
de carga 

Direccionamiento 

protefnas, 276, 302-304,303f 
al nucleo, 489 

senales, 276, 304,318,488-489 
vesfculas, 304-306, 305f 
especificidad, 304,306 
Disacaridos, 44,45f 
Disconformes, pares de bases, 555 
cancer de colon y, 567PH 
como se detectan, 565 
conformes y, 55f 
elimination, 556,564-565 
Disconformidades, reparacion, 555f, 556, 
564-565 

cancer y, 672c, 681-682 
defectos, 567PH 
mutaciones y, 567PH 
Disociacion, 38 
del agua, 39 

Dispersiva, duplicacion, 543f, 544 
Disulfuro, puentes (enlaces disulfuro), 53,57f 
DNA, 75 

amplification, 765 
enzimatica, 764-765 
analisis de 

bandas, 404,405f 
huellas, 523 
bibliotecas de, 767 

complementario, 768-769 
genomico, 767-768 
biochips de. Vease DNA, microordena- 
mientos (“biochips de DNA”) 
cadenas, 395 

complementariedad, 399 
corriente arriba y corriente abajo, 434f 
naturaleza antiparalela, 397 
polaridad, 395 
cambios conformacionales 

durante la transcripcion, 445-446,446f 
por grupo de alta movilidad (HMG), 
protefnas, 521f, 522 

cantidad total, y numero de genes, 415f, 
415np 

centrifugation de equilibrio, 756 
circular, 400,400f 
clonacion, 760-763 

mediante plasmidos bacterianos, 761- 
763,761f 
cloroplastos, 217 
compactacion, 494-496 
comparaciones entre especies. Vease DNA, 
secuencias, cambios, evolutivos 


complementariedad, 398 
complementario. Vease Complementarios, 
DNA (cDNA) 

composition de bases, 395-396. Veanse 
tambien Bases, pares de; 
Nucleotidos 
reglas de Chargaff, 396 
restricciones estructurales, 398 
teorfa del tetranucleotido, 396 
conjugation bacteriana, 12,12f 
contenido en celulas espermaticas y pre- 
decesoras, 605 
cromatina, 492-496 
dano, 562 

agentes que causan, 501PH, 562,565 
deteccion, 563,563f, 564,565f 
factor de transcripcion p53, 675-676, 
676f, 678,678f 

puntos de revision en el ciclo celular, 
578f 

radiacion, 562,562f, 565,566,566PH- 
567PH 

ultravioleta, 562,562f 
radicales libres, 34PH 
reparacion. Vease DNA, reparacion 
roturas de la doble cadena, 565 
y cancer, 567PH 
tumorigenesis, 668 

deposito de informacion, 399,399f, 402, 
431,431f 

desnaturalizacion, 402,402f 
doble helice, 397f 

modelo de Watson y Crick, 397-399 
dominios de union 

factores de transcripcion, 519,519f 
motivos, 519-522 

mutaciones, y funcion de la p53, 675f 
duplex. Vease DNA, doble helice 
efectos de las topoisomerasas, 400-402, 
401f 

electroforesis en gel, 754 
elementos de frontera, y heterocromatina, 
496,499f 
empaque, 491-496 
enlaces de hidrogeno, 35,36f 
enzima desenrolladora de, 542f, 550,551f. 

Vease tambien Helicasas, DNA 
en eucariotas, 558 

estructura, 395-396,396f, 397f-398f 
apilamiento de bases, 397,397f 
esqueleto, 395, 396f, 397,397f-398f 
extremos 5' y 3', 395, 396f 
modelo de Watson y Crick, 388f, 397- 
399,397f-398f 
patrones de difraccion de 
rayos X, 388f 

surcos mayor y menor, 397f-398f, 398 
terminologfa, 395np 
evolucion, 458 
formacion de lazos 
duplicacion, 552,552f 
transcripcion, 528f 
fragmentos 

deteccion mediante inmunoelectro- 
transferencia, 757f 

localizacion de colonias bacterianas que 
contienen, 762f 

restriccion, electroforesis en gel, 755f 
secuenciacion, 765-767 
vectores de clonacion especializados, 
768 

fusion, 402,402f 
girasa de, 547 


1-12 (ndice alfabetico 


DNA ( cont .) 

glucosilasas de, reparacion de DNA, 563, 
564f, 565f 

helicasa de, 446,542f, 550,551f, 552f, 

55 9f 

en eucariotas, 557-558,558f 
heterocromatina, 496 
heteroduplex, 608 
hibridacion, 756-758 
interaccion con factores de transcripcion, 
518-519,519-522,519f, 520f, 
52 If, 522-523 
como hacen contacto, 526 
estudios, 523-524,523f 
interaccion con histonas, 492f, 493f, 494 
efectos de complejos remodeladores de 
cromatina, 527-528,528f 
intergenico, 416 

lazos, 495f. Vease tambien DNA, superen- 
rollado 

paquiteno meiotico, 604 
lesiones, 562. Vease tambien DNA, dano 
ligasas de, 550,55If, 552f 
duplicacion del DNA, 559f 

eucariota, 560 

reparacion del DNA, 563,563f, 565f 
material genetico 

descubrimiento, 422VE-435VE 
funciones, 399, 399f 
metilacion del, 529-530,529f 
cancer colorrectal, 531 
huella genomica, 530 
y reparacion de disconformidades, 
564-565 

microinyeccion en ovulo murino fecunda- 
do, 770f 

microordenamientos (“chips de DNA”), 
515-518,516f-517f 
analisis de localizacion a nivel de todo 
el genoma, 523f, 524 
determinar el perfil de expresion de 
genes, 668 

determinar el tratamiento del cancer, 
670,670f 

mitocondrial (mDNA), 181f, 182-183 
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DNA, reparacion, 562-566,567 
deficiencias, 566PH-567PH 
funcion de p53, 675 
genes mutantes, 681-682 
puntos de verification en el ciclo celu¬ 
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funciones cromosomicas y geneticas, 
416 

interpuestas. Vease Intrones 
“inutiles”, 416 
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Duplication. Vease tambien DNA, duplica¬ 
tion 

conservativa, 543-544,543f 


dispersiva, 543f, 544 
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Electroaerosol, ionizacion por (ESI), 751 
Electrolitos, 147-148 
Electro negativos, atomos, 33 
Electrones 

aceptores de, en fotosintesis, 223,224f, 
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fotosintesis 
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interacciones entre celulas, 254-255 
lamininas, 247-248,247f 
mediation de DNA, 530 
micro RNA, 462-463,463f 
migration 

celular, 246f, 247,247f 
celulas de la cresta neural, 360 
moleculas de adhesion celular, 257,258 
plan corporal basico, 350PH 
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gradiente electroquimico de protones, 203 
gradientes ionicos, 189 

uso en el cotransporte, 162-163,162f 
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regulacion metabolica, 114,116 
sistemas (energia interna; E), 86-87,87f 
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glucosidicos, 44,45f 
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intestinales, 3-5,4f 

estructura secretora, 284,285f 
membrana plasmatica, 143-144, 

143f 

uniones entre, zonas de oclusion, 264- 
265,264f 

Epitopo, 706 

EPR. Vease Espectroscopia de resonancia 
paramagnetica electronica 
Epstein-Barr, virus de, 666,680 
gen MYC y, 680 
Equilibrio 

centrifugation de, 755-756 

en separation de DNA de plasmidos, 
762f 

constante de (K e q), 89-90 
constante de, a pH 7 ( K' e q), 39,90c 
metabolismo de estado estable y, 93, 93f 
potenciales de, 164f, 165 
reacciones quimicas, 89-90 
ER, degradation relacionada con (ERAD), 
proteinas aberrantes, 292 

ER. Veanse Endoplasmico, reticulo (ER); 

Liso, reticulo endoplasmico 
(SER); Rugoso, reticulo endo¬ 
plasmico (RER 

eRF. Vease Liberacion, factores (RF, eRF) 
ERGIC. Vease Endoplasmico, reticulo (ER), 
compartimiento intermedio 
entre, y aparato de Golgi 
(ERGIC) 

Eritroblastosis 

aviar, virus de la, 680 
fetal, 706 

Eritrocitos, 144-146 

fantasmas de, 144-146,145f 
Erk-1,641 
Erk-2, 641 

ES, celulas. Vease Embrionarias, celulas 

madre (ES) 


Escamosas, carcinoma de celulas, protoonco¬ 
genes y, 679c 

Esclerosis multiple (MS), 718PH-719PH 
Escobillon, cromosomas en, 485f, 604 
Escorbuto, 243 

ESE. Vease Exonico, intensificadores del 
empalme (ESE) 

Esfingolipidos 

almacenamiento de, enfermedades, 
309PHc 

en membranas, 126-127,126f 
Esfingomielina, 126f, 127 
Esfingosina, 126-127,126f 
Espaciadores entre genes. Vease tambien 
DNA, secuencias, no codifi- 
cadoras 
no transcritos 

sintesis de rRNA, 43 9f, 440,440f 
sintesis de tRNA, 443,443f 
transcritos, sintesis de RNA, 440f 
Espacio lleno, modelo, para estructura 
molecular, 38f 

Especializadas, celulas, 15-16,16f 
Especies, diversidad 

secuencias de nucleotidos, 14-15,399 
transposicion genetica, 414 
Especificos, factores de transcripcion (de 
secuencia), 518. Vease tambien 
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cometido en la transcripcion, 447 
Especimenes 
preparacion 

microscopia de campo brillante, 730 
microscopia electronica, 736-740 
pasos, 737f 
tincion negativa, 73 8f 

Espectrina de la membrana eritrocitica, 145f, 
146 

Espectrina y actina, red 

esqueleto de la membrana plasmatica, 
145f, 146 
Espectrofotometro, 751 
Espectroscopia de resonancia paramagneti¬ 
ca electronica, en estudios de 
proteinas de membrana, 135- 
136,135f 

Espermatides, 601,60If 
E sp ermatocitos 

primarios, 601, 601f 
secundarios, 60If, 605 
Espermatogenesis, 601f 
Espermatogoniales, celulas madre, 20PH 
Espermatogonios, 601,60If 
Espermatozoides. Vease tambien Gametos 
contenido de DNA, 605 
desarrollo, 601,60If 
dominios de membrana plasmatica, 144, 
144f 

flagelos, 13f 

deslizamiento de microtubulos, 357f 
patron de batido, 354f 
mitocondrias, 180f, 181 
poliespermia, 390 
vertebrados, formacion, 601f 
Espliceosomas, 453np, 454, 456 

coordinacion de la transcripcion y el pro- 
cesamiento, 457f 
como funcionan, 455f 
ensamblaje, 455f 
intrones autoempalmados y, 456f 
Espliceosomicas, helicasas, 456 
Espongiforme, encefalopatia, 65PH 
Espontaneos, procesos, 87, 88, 89 
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Esporofito, 600f, 602 
Esporogenesis, 602 
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celulas 

estructura, 368 

funcion del reticulo endoplasmico 
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188PH, 189PH, 188PHf 
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Musculo 

anormalidades mitocondriales, 208PH- 
209PH, 209PHf 
estructura, 368-369,368f 
neurotransmisores quimicos y, 168 
Esqueleto 
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membrana plasmatica, 136,142,142f, 
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movilidad de los lipidos y, 143 
red de espectrina y actina, 145f, 146 
Esqueletos 

acidos nucleicos, 75f 
DNA, 395,396f, 397,397f 
fosfogliceridos, 126,126f 
fosfolipidos, 49,49f 
Estable, estado, metabolismo de, 93 
y equilibrio, 93, 93f 

Estandar, cambio de energia libre (AG"), 

90,90c 

AGy AG°, 90,91 
AG°' y AG°, 90np 
ciclo delTCA, 184f 
reacciones redox, 190,191 
Estandares 

condiciones, 90, 90np, 190 
potenciales redox, 190,190c, 190f, 191np 
Estatinas para reducir el colesterol, 316 
Ester, enlaces, 40 
Estereocilios, 366, 367f 
Estereoisomeros (enantiomeros), 43-44,43f, 
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ay (3,44,44f 
aminoacidos, 51,5 If 
DyL, 43f, 44,44f 

Estereoisomeros D (dextro-) y L (levo-), 43f, 
44,44f 
Esteroides, 49 
anillos de, 40f 

mensajeros extracelulares, 619 
estructura, 49f 

receptores de hormonas, en senalizacion 
celular, 619 

Estimulos. Vease tambien Senales, transduc- 
cion 

fuerza de, 167 

reaction a (irritabilidad), 163 
reacciones de la celula a, 6 

funcion de la membrana plasmatica, 
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Estomacal, secretion acida, por ATPasa de 
H + /K + , 159,159f 
Estomas de las hojas, 216f 

iones calcio (Ca 2+ ) en, 649,649f 
plantas C 4 ,234 
plantas CAM, 236 

Estrechas, uniones. Vease Zonas de oclusion 
Estrogeno, 49f 
E stroma 

del cloroplasto, 217 

dominio de direccionamiento, en capta¬ 
tion de proteina del cloroplasto, 
320,320f 
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ma), 217f 

Estructura, diseno de farmacos basado en la, 
73,74f 

Estructurales 

genes, del operon bacteriano, 510,5l0f, 
511f 

polisacaridos, 45-47,46f 
variantes cromosomicas, 419f, 420 
Etrl , gen, en senalizacion, 645 
Eubacterias, 13,27VE, 28VE 
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canales de K + , 153-156,154f, 155f 
ciclo celular, 57If 

complejidad del genoma, 403-404,404f 
control de la expresion genica, 513-538 
niveles de control, 514,515f 
division celular, 12,12f, 570-615 
duplicacion del DNA, 556-562 
elementos geneticos transponibles, 413, 
413f 

estructura del mRNA, 447,447f 
etimologia, 11 
flagelos, 12,13f 
relaciones evolutivas, 27VEc 
rRNA, 440 

sin mitocondrias, 26VEnp 
tamanos del genoma, 415f 
unicelulares, 15,15f 
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aparicion, 9f 

celulas procariotas y, 7-8, 9-15,9c, 17f 
envoltura nuclear, 486 
factores de transcripcion, 437 
polimerasas de RNA, 436-437 
relaciones evolutivas, 26VE-28VE 
citoplasma, 11 
estructura, 8f, lOf, 17f 
organelos, lOf, 11 
origen, 25 VE-28 VE, 25 VEf 
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tipos, 15-17 

transferencia de DNA a, 769-772 
Eucarya, 27VEf, 28 VE 
Eucromatina, 496 

Evolution. Veanse tambien Conservadas, 
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secuencias 

celulas, 7 

dominios proteinicos, 59, 414 
duplicacion de segmentos y, 410np 
empalme de RNA, 457-458 
estudio a traves del DNA mitocondrial, 
182-183 

funcion de 

copias extra de genes, 409 
elementos geneticos moviles, 413-414 
elementos geneticos transponibles, 

414 

factores de transcripcion, 417-418 
mutaciones, 392 
secuencias de nucleotidos, 14 
funciones cambiantes del RNA, 457-458 
genomica comparativa, 416-418 
hipotesis 2R, 409 
intrones y, 458 

invertebrados a vertebrados, 409 
modificaciones genicas y, 409-414 
molecular, 25VE-28VE, 25VEf 
neutra, 416np 

organizacion celular conservada y, 5 
proteinas, 73-75 


transposiciones cromosomicas y, 502PH, 
503PHf 

“tubo de ensayo”, 458 
vigilancia del mRNA y, 476 
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DNA micros atelite, 404 
Excitacion, energia, 221 

transferencia, 221,22If, 223,224f 
Excitacion y contraccion, acoplamiento, 
373-374 

Excitado, estado, de una molecula, 219 
Excitados, electro nes 
transferencia 

fotosistema 1,226f 
fotosistema II, 223,224,224f 
unidad fotosintetica y, 222 
Exergonicas, reacciones, acoplamiento a 

reacciones endergonicas, 91-93 
Exergonicos, procesos, 89 
Exocitosis, 276f, 306,306f 
autofagia y, 308, 308f 
Exon-exon, uniones, 476 
Exon-intron, uniones, 453,455f 
Exones, 411,448. Vease tambien Genes, codi- 
ficadores de proteina 
barajado, 458 

complejo de union de (EJC), 476,491, 
491f 

enlace (union), 453,453f, 454f, 455f 
que actuan como intrones, 458 
repeticiones de trinucleotidos y, 406PHf 
Exonico, intensificadores del empalme 

(ESE), 453,455f, 456-457,532, 
532f 

Exonucleasas, 555f 

degradacion del mRNA, 536,536f 
duplicacion de DNA, 554,554f, 560 
eliminacion de bases disconformes, 556 
Exosoma, 442,536,536f 
Exotermicas, reacciones, 87 
Expansinas de la pared celular, 270 
“Exportar del ER”, secuencia senal, 299 
Exportinas, 489,491 
Extracelular 

ambiente, interaccion con celulas, 6,239- 
273,240f,263f 
espacio, 240-248 
matriz (ECM), 240-248,241f 
funciones, 240-241 
organizacion, 242f 
propiedades dinamicas, 248 
Extracelulares 
materiales 

degradacion por metaloproteinasas, 

248 

interacciones con celulas, 248-254 
mensajeros, 617 

destruccion, 617-618 
liberacion, 617-618 
regulacion a la baja del receptor, 314 
senalizacion celular, 618 
vias de senalizacion, 617f 
proteinas, 242-243,242f. Vease tambien 

tipos esperificos, p. ej., Colagenas 
degradacion por metaloproteinasas, 248 
desarrollo embrionario, 246f, 247,247f 
diferenciacion celular y, 263,263f 
“Extranas”, macromoleculas. Vease tambien 
“Ajeno” 

y propio, 693-694 

Extremo, proteinas bloqueadoras del (tapa- 
deras), 375f, 376 
en locomocion celular, 379, 380f 
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Extremo mas (de crecimiento rapido) 
filamentos de actina, 361, 361f, 362f 
micro tubulos, 334, 343 

y comportamiento dinamico, 347,347f, 
348,348f 

Extremo menos (de crecimiento lento) 
filamento de actina, 361,3 6 If, 362f 
un microtubulo, 334, 343 
en nucleacion, 344f, 345 
Extremo N de una cadena polipeptidica, 51 
Extremofilas, 13 

F 

F, actina. Vease tambien Microfilamentos 
terminologia, 360 
Fq, portion, de la sintetasa de ATP 

cambios conformacionales, 205-206, 
206f 

estructura, 200,201f, 206 
funcion, 205-206,206f 
Fj, cabeza (factor de acoplamiento), de la 
sintetasa de ATP, 200,201f 
gradiente de pro tones y, 201,20If 
sitios cataliticos, 200,202-203,203f 
cambios conformacionales, 203, 
204f 

catalisis rotacional, 203-206, 

204f 

conformaciones L, T y O, 
203-204,203f,204f 
Fab, fragmentos, 705f 
Facilitada, difusion, a traves de membranas, 
156-157,156f 

Facilitador, transportador, 147f, 156,156f 
FAD en el ciclo de acidos grasos, 186f 
FADH 2 . Vease tambien Reducidas, coenzimas 
ciclo 

de acidos grasos, 184f 
TCA, 187 

fosforilacion oxidativa, 187f 
lanzadera de fosfato de glicerol, 187f 
transporte de electrones, 194 
Fago. Veanse Bacteriofagos; Fago X 
exhibition en, tecnica, 776 
Fago X 

clonacion en DNA de, 760 
protocolo para clonacion en DNA euca- 
riotico, 763f 
vector de clonacion, 763 
Fagocitica, via, 317f 
Fagocitos (celulas fagociticas), 317 
Fagocitosis, 274f, 317-318,317f, 657f 
Familiar 

hipercolesterolemia (FH),y endocitosis, 
322VE-323VE 
poliposis adenomatosa (FAP) 
genes sup resores tumorales, 672f, 
677-678 

Fantasmas de membrana plasmatica eritroci- 
tica, 144-146,145f 
Faraday, constante de, 222f 
Farmacos. Vease Medicamentos 
desarrollo. Vease Medicamentos 
Fase, microscopia de contraste de, 730-731 
Fase I, II y II, ensayos clinicos, en desarrollo 
de farmacos, 67PH-68PH 
Fc, fragmento, 705f 
Fecundation 

actividad de factor promotor de la madu- 
racion (MPF), 610VE 
ciclinas, 611VE, 611VEf 
concentraciones de calcio, 647f 
fin de la detention meiotica, 606 


numero cromosomico, 390f, 391 
vertebrados, y meiosis, 601, 601f 
Feofitina (Feo, Feo i), 223-224,224f 
Fermentation, 113-114,113f 
Ferredoxina, 226f, 227 

control redox, 231-232,232f 
Ferredoxina-NADP + , reductasa de (FNR), 
227,227f 

Feulgen, tincion de, 730f 
Fibras musculares de contraction rapida, 
188PH-189PH, 188PHf 
Fibrilares, colagenas, 243-244,243f 
Fibrinogeno e integrinas, 249,251,251f, 

251c 

Fibroblastos, 16f, 18 If 

locomocion, 330f, 378f, 379, 379f, 380f 
fuerzas de traccion, 3 8 If 
mitocondrias y micro tubulos, 180f 
Fibronectina, 242f, 245-247 
adhesion celular, 23 9f 
desarrollo embrionario, 246f, 247,247f 
estructura, 246f 
migration celular, 247 
sitios de union, 246-247,246f 
union a integrinas, 246f, 251f 
Fibrosas, proteinas, 57-58 
Fijacion, proteinas de, para unir vesiculas y 
biancos, 304,305f 
Fijador en microscopia optica, 730 
Filadelfia, cromosoma, 502PH 
Filamentos. Vease tipos espedficos , 

p. ej., Actina, filamentos; 
Intermedios, filamentos (IF) 
proteinas cortadoras de, 375f, 376 
Filogeneticos, arboles, 26VE, 27VE-28VE, 
27VEf 

Filoquinona, 237 

FISH. Vease Fluorescencia, hibridacion in 
situ y (FISH) 

Flagelar (ciliar, axonemica), dineina, 

354-355,355f 
Flagelina, 699 

Flagelos, 349-356, 35If, 352f. Vease tambien 
Axonemas 
bacterianos, 8f, 349 
cilios y, 349 

cuerpos basales y, 344,352-353, 353f 
espermatozoides, 13f 
eucariotas y procariotas, 12,13f 
locomocion 

funcion de la dineina, 354-355,355f 
mecanismo, 355-356,356f, 357f 
teoria de los micro tubulos deslizantes, 
356f 

patrones de movimiento (formas de onda), 
351,351f, 354f, 357f 
procariotas, 349 

transporte intraflagelar (IFT), 353-354, 
353f 

Flavina, mononucleotido de. Vease FMN 
Flavina y adenina, dinucleotido de. Vease 
FAD; FADH 2 
Flavoproteinas, 51,191 
Flipasas, 288 

Fluidez y viscosidad, 136np 
Fluorescencia 

hibridacion in situ y (FISH), 407-408, 
407f 

microscopia, 731-733 

detection de sondas de DNA, 757 
estudios del citoesqueleto, 330-333, 
330f, 33 If 

microscopia de puntos de, 331,348f 


recuperation, despues de fotoblanquea- 
miento (FRAP), 141,141f 
transferencia de energia por resonancia de 
(FRET), 136,732-733 
Fluorescentes, marcas/etiquetas 

estudios de transporte de proteinas, 
277-279,279f 

seguimiento de virus, 23,23f 
Fluorocromos, 731 
sensibles a calcio, 732 
Fluoroforos, 731 

FMN, formas oxidada y reducida, 192f 
Fn. Vease Fibronectina 
modulos de, 246,246f 
FNR. Vease Ferredoxina-NADP + , reductasa 
de (FNR) 

Focal, cinasa de adhesion (FAK), 654. Vease 
tambien Proteina, cinasas de 

Focales 

adhesiones, 252,253f, 263f 
complejos focales, 381np 
fuerzas de traccion, 252,253f 
transmision de senales, 252,253f 
complejos, 381np 

contactos. Vease Focales, adhesiones 
Forbol, esteres de, 627-628 
Formilmetionina, 471 
Formina en nucleacion de filamentos de 
actina, 375-376 

Fosfatasas 

regulation del ciclo celular, 575,576f, 578, 
578f 

vias de serialization, 618, 631,645 
Fosfatidico, acido, 126 

Fosfatidilcolina (lecitina; PC); 49f, 126,126f 
Fosfatidilinositol (PI) 
fosforilacion, 625-627 
membranas, 299np 
segundos mensajeros derivados de, 
625-627 

Fosfatidilinositol, 3-cinasa de. Vease PI, 
3-cinasa de (PI3K) 

Fosfato 

grupos, 41c. Veanse tambien Fosforilacion; 
Proteina, cinasas de 
acidos nucleicos, 75-76 
baja y alta energia, 112f 
elimination. Vease Desfosforilacion 
formation de ATP, llOf, 11 If, 116 
glucolisis, 110-111, llOf, 184f 
hidrolisis de ATP, 92-93,92f, 116 
interacciones entre proteinas, 62 
lipidos de membrana, 126,126f 
nucleotidos, 75f, 395, 396f 

y terminologia de acidos nucleicos, 

395np 

potencial de transferencia, 112,112f 
sistema amortiguador, 39 
3'-5'-fosfodiester, enlaces, 75f, 76, 395,396f 
Fosfodiesterasas, 564,564f 
inhibition, 653 

Fosfoenolpiruvato, carboxicinasa de 

(PEPCK), 116f, 522. Vease 
tambien PEPCK , gen 
Fosfofructocinasa, 116,116f 
Fosfoglicerato, cinasa de, 1 lOf 
3-fosfoglicerato (PGA, 3-PGA), llOf, 111, 
lllf 

fijacion de dioxido de carbono y, 230, 
230f,231f 

fotorrespiracion, 233f, 234f 
Fosfogliceridos, 126,126f 
2-fosfoglicolato, 232,233,233f, 234f 
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Fosfoinosftido 
cinasas de, 626 
fosfatos de. Vease PIP 
Fosfoinosftidos, 299np, 626-627,627f 
celulas tumorales y, 678-679 
Fosfolipasa C, 59,59f, 627 
Fosfolipasas, 625 
Fosfolfpido 
cinasas de, 625 
fosfatasas de, 625,678 
protefnas de transferencia de, 290 
segundos mensajeros a base de, 626f 
Fosfolfpidos, 49,49f, 625. Vease tambien 
Membrana, lfpidos 

lipoprotefnas de baja densidad, 315,316f 
membrana plasmatica, 124f 
membranas, 123f 

modificaciones, 289-290,289f 
movilidad, 139-140,140f, 143,143f 
sfntesis, 288 
vesiculares, 299np 
senalizacion celular, 626 
transferencia entre membranas, 289f, 290 
Fosforilacion. Veanse tambien Oxidativa, 

fosforilacion; Fotofosforilacion; 
Protemas, cinasas; Sustrato, 
fosforilacion al nivel del 
ADP. Vease ATP, formacion de 
bombas ionicas y, 157-158,158f, 159 
cambios conformacionales en protemas, 
157-158,158f, 203,204f, 
205-206 

desacoplamiento respecto de la oxidacion, 
198-199 

factores de inicio, 534 
glucolisis, 110-111, llOf 
histonas, 498,498f 
inversion. Vease Desfosforilacion 
para detener la sfntesis de protemas, 

292f, 293 

polimerasa de RNAII, 446-447,446f 
protefna relacionada con microtubulos T, 
335 

regulacion del ciclo celular, 574,575,576, 
576f, 577f 
tirosina, 634-645 
vfas de senalizacion, 618 
Fosfotirosina, dominios de union a (PTB), 
636,637f 

Fotoautotrofos, 215 

Fotodependientes, reacciones fotosinteticas, 
218-219,219-229,227f 
ciclo de Calvin, 231,23 If 
flujo de electrones durante, 222f 
Fotofosforilacion, 228-229,229f 
Fotoindependientes (oscuras), reacciones 
fotosinteticas, 219,23 If, 232 
Fotoinhibicion, 226 
Fotolisis y fotosistema II, 222f 
Fotones,219. Vease tambien Luz 
absorcion, 219 

en fotosfntesis, 221,22If, 222f, 224, 
224f, 225,226,226f 
Fotorrespiracion, 232-233,233f, 234f 
Fotosfntesis, 214-238,218f, 232f 
absorcion de luz, 219-221 
bacterias, 215 
cianobacterias, 14,14f 
espectro de accion, 220-221,22If 
flujo de electrones, 222f, 223,227f 
fuente de energfa, 5,5f 
NAD PH, 114 

oxigenica (liberadora de 0 2 ), 215,222 


reaccion 

global, 215,217-218 
lumfnica global, 228 
redox, 218 

reacciones fotodependientes, 218-219 
respiration aerobia y, 218f 
resumen, 215 
Fotosinteticas 

bacterias, 215,215f 
unidades, 221-228 
Fotosinteticos 

centros de reaccion, 221-228,221f, 224f, 
226f. Vease tambien P680, P700 
pigmentos, 219-221,220f 
procariotas, en evolution de los eucariotas, 
25VEf 

sistemas. Vease Fotosistemas 
Fotosistema I (PSI), 222f, 223,226-227, 
226f, 227f 

y fotofosforilacion cfclica, 229,229f 
Fotosistema II (PSII), 222f, 223-226,224f, 
227f 

absorcion de luz, 223,224f 
extraction de electrones del agua, 224-226 
flujo de electrones, 223-224,224f 
fotoinhibicion, 226 
Fotosistemas, 222-228 

clorofilas del centro de reaccion, 222f 
efectos de herbicidas, 228 
FOXP3, mutation del gen, 703 
Fraccio namiento 

acidos nucleicos, 754-756 
contenido celular, 744-746 
protemas, 69, 70f, 746-752 
Fragmoplasto, 345f, 346,598 
FRAP Vease Fluorescencia, recuperation 

despues de fotoblanqueamiento 
(FRAP) 

FRET. Vease Fluorescencia, transferencia 
de energfa por resonancia de 
(FRET) 

Friedreich, ataxia de, 406PHf 
Frontera 

elementos, y heterocromatina, 499f 
secuencias, 526 

Fructosa de 1,6-difosfatasa, 116,116f 
Fruta, mosca de la. Vease Drosophila melano- 
gaster 

Fuertes, acidos y bases, 39, 39c 
Fuerzas de atraccion entre atomos, 33 
Funcionales, grupos, 40-41,41c 
“Furtivos”, liposomas, 128f, 129 
Fusion, protemas de, 278,279f, 502PH, 

671f 

Fusionadas, celulas, 140-141,140f 

G 

AG; AG°; A G°'. Vease tambien en Libre, ener¬ 
gfa, cambio de (AG) 

G 0 , estado del ciclo celular, 572 

G-p ciclinas, 574,575f 

G p fase del ciclo celular, 571f, 572, 

590,590f 

G^via de senalizacion del punto de verifica¬ 
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Hidrolisis, 41f 
de ATP, 9 If 
energetica, 90-91 
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(hiperosmotica), solucion 
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149f 
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624PH 
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528f 
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variantes, 493-494,493c, 527,528f 
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transcripcion, 526,527f 
centrales, 492,492f, 494-495 

duplicacion del DNA, 560-561,561 
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codigo de, 498,498f 
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modificaciones, 526 
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organizacion estructural, 493,493f 
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estomas, 234 

Hojas de membranas, 123,124f 
asimetrfa, 138,288,289f 
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Homogeneizacion de celulas para fracciona- 
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500f 
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falta de, 606PH 
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regulation de la glucemia, 628 
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Huellas, analisis, de DNA, 523 
Humana 
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desprendimiento de partfculas, 24f 
linfocitos T colaboradores y, 703 
orfgenes evolutivos, 413 
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secuencias repetidas A/u , 414 
SNP, 418 

tamano, pares de bases y numero de 
genes, 415f 
variaciones, 418,419f 
numero de copias, 418 
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Ig. Vease Inmunoglobulinas (Ig) 

IgE, 704 
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bacteriofagos como terapia, 24 
inmunorreacciones innatas, 719PH 
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presentation de antigeno, 718, 719PH- 
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sistema, 693-694, 694f 
anticuerpos, 703-706 
armas, 693-694 

cancer y, 693,696, 704,707f, 717 
celulas, 693-694 
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703f 
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estructura, 703-706 

moleculas de adhesion celular, 256-257, 

256f 

secuencias de aminoacidos, 705 
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usos, 774-776 
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697,713 
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moleculas de adhesion celular, 256f, 
257,263f 

Inmunorreaccion, 693-724 
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701-702 
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700,714,715-716,718PH- 
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innata, 694-696, 696f 
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resumen, 694-697 
secundaria, 699,704f, 708 
Inmunosupresores, 720PH 
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cancer, 683-684,685 
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canales de calcio controlados por volta- 
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calcio, 646 

Insaturados, acidos grasos, 47,48f 
“Instruction”, modelo de, diversidad de 
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Insulina, 664 
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729PH-720PH 
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regulation 
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resistencia a, 645 
secuencia de aminoacidos, 765 
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transportadores de glucosa e, 157 
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auto fosforilacion, 644 
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diabetes mellitus, 644-645 
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serialization por, 641-645 
transporte de glucosa, 644 
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integrales), 124f, 130-136,130f, 
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difusion a traves de, 147f 
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145f 
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288f 
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regiones hidrofobas, 124f 

y transporte al interior de la mem¬ 
brana del ER, 287,288f 
relaciones espaciales internas, 134-136, 
135f 

senalizacion transmembrana, 262-263 
smtesis en los ribosomas, 287-288,288f 
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conformaciones, 249,249f, 250f, 250np, 
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transmision de senales e, 250,252,253f, 
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Intercambiadores en transporte activo secun- 
dario, 163 

Intercelular 
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moleculas de adhesion (ICAM), 259PH, 
259PHf 

senalizacion, tipos, 617f 
Intercelulares, mensajeros, oxido nitrico 
como, 652-653 
Intercinesis, 605 
Interfase 

ciclo celular, 571,57If 
en meiosis, 600f 
cromatina en, 496 
Interferencia, microscopio de, 731 
Interferon, elementos de respuesta estimula- 
dos por (ISRE), 718 
Interferon a (IFN-a), 695f, 698f, 718 
Interferon B, 699 

Interferones (IFN), 295f, 696, 702,702c, 718 
Interleucinas (IL), 702,717 
activacion de celulas T, 702 
en enfermedad autoinmunitaria, 720PH 
fuentes y funciones, 702c 
Intermedia (esporotica), meiosis, 600f, 602 
Intermedios, filamentos (IF), 328,329c, 357- 
360,358f 
axonicos, 337f, 359 
ensamblaje y desensamblaje, 358-359, 
358f 

funciones, 329f, 359-360 
hemidesmosomas, 254,254f 
tipos, 358c, 359-360 
trastornos relacionados, 360 
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energia ( AE ), 86-87,87f 


membrana mitocondrial. Vease 

Mitocondrias, membranas 
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323VE 

Internet, sitios 

ATPasa de Na + /K + (bomba de sodio y 
potasio), 15 8f 

cambios conformacionales en proteinas, 
60 

caminata de neutrofilos, 259, 379np 
canales de acuaporina, 15If 
dinamica de acetilcolinesterasa, 60f 
mitosis, 581 

proteinas integrales de membrana, 132 
tratamientos para enfermedad de 
Alzheimer, 68PH 

Internos, sitio de entrada de ribosomas 
(IRES), 472np 

Interpolares (polares), microtubulos (fibras 
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Interpuestas, secuencias (IVS). Veanse 
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absorcion de glucosa, 162-163,162f 
Intestinales, microvellosidades, 3,4f 
Intracelulares 

mensajeros, iones calcio como, 645-649 
patogenos, respuesta innata a, 699 
Intraflagelar, transporte (IFT), 353-354, 
353f 

Intron-exon, uniones, 453,455f 
Intrones, 411,448-450,458. Vease tambien 
DNA, secuencias, no codifi- 
cadoras 

autoempalme. Vease Splicing 
efecto evolutivo, 458 
elimination. Vease Splicing 
formation de lazos, 454,454f 
grupo 1,454 
grupo II, 454,454f 
y empalme de pre-mRNA, 454,456f 
que actuan como exones, 458 
repeticiones de trinucleotidos e, 406PHf 
Inversa, transcriptasa, 687VE-688VE 

elementos geneticos transponibles, 413, 
413 f, 414 

resistencia a farmacos, 107PH 
Inversiones cromosomicas, 501PH, 502PHf 
Invertebrados, evolution hasta vertebrados, 
409 

Invertidas, repeticiones, en DNA, 412,413f 
Iones, 33. Vease tambien Protones 
bombas 

bacterias, 161-162 
tipo P, 159 
tipo V, 159 

comportamiento en agua, 35,35f 
conductancia, 150,15 If 
difusion a traves de membranas, 150-156 
sistemas de transporte, 157-159,158f, 
159f, 161-163,162f. Vease 
tambien Ionicos, canales 

Ionico 

cromatografia de intercambio, 746-747 
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Ionicos 

canales, 150-156. Veanse tambien Voltaje, 
canales ionicos controlados por; 
y tipos espectficos, p. ej., Potasio, 
canales ionicos 

cambios conformacionales en, 135-136, 
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defectos, enfermedades relacionadas, 
160PH-161PH, 160PHc 
desactivacion, 154-156,155f 
receptor de acetilcolina, 173VE, 
174VE, 174VEf 
transmision sinaptica, 169,169f 
vias de senalizacion, 617 
enlaces, 35,36f 

gradientes. Vease tambien Concentration, 
gradientes 

acoplamiento al transporte activo, 
162-163,162f 

energetica del cotransporte, 163 
forma de energia, 189 
mitocondrias, 189 
a traves de membranas, 157 
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Ionization, 33 

Ionizante, radiation, dano del DNA por, 
562,565,566 
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lar y, 577-578,578f 
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Isoelectrico 
enfoque, 770 
punto, 747 
Isoformas 

dismutasa de superoxido (SOD), 34PH 
proteinas, 74,410 

y elementos geneticos transponibles, 
414np 

Isomeros, 43-44, 44f. Vease tambien 

Estereoisomeros (enantiome- 
ros) 
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Isotonica (isoosmotica), solution, 149,149f 

IVS (secuencias interpuestas). Vease Intrones 

j 

J, segmentos, 707, 708 
Jabones, 47,48f 
JAK-STAT, via, 718 
Joule, 32np 

K 

K (temperatura absoluta), 88,90 
K + . Vease Potasio, iones 

K, cadenas, de inmunoglobulinas, 704-705 

transposiciones de DNA, 708f 
Kaposi, sarcoma de, 666 
Kartagener, sindrome de, 350PH 
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Klinefelter, sindrome de, 607PH 
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Ku, proteina, en reparation del DNA, 565f 
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44,44f 
LI 

molecula de adhesion celular, 256f, 257 
secuencias de DNA repetidas, 414 
trastornos por deficiencia de, 257 
lac , operon, 512-513,512f 
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Lactosa, 44,45f 
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LAD. Vease Leucocitaria, deficiencia de 
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Lamina basal. Vease Basal, membrana 
Laminas, 487, 654 
Laminitis, 242f, 247-248,263 
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Laser 
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pruebas de motilidad, 332, 332f 
Lateral, transferencia, de genes (LGT), 
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670f 
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rapidez de division celular, 667 
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cancer y, 521 
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Levadura 
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Ligamiento, grupos de, 391-392 
Ligando, canales controlados por, 152,619 
Ligandos. Vease tambien Primeros mensajeros 
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senales de superficie celular en, 716- 
717,716f 

transduction de senales en, 717-718 
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303f 

sintesis en los ribosomas, 286-287,286f 
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maduracion de los oocitos y, 609VE, 
609VEf 
relation con 

ciclinas, 611 VE, 612VE 
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224f, 225 

Manosa, 6-fosfato de 

receptores (MPR), 302, 303f, 304 
trastornos lisosomicos, 309PH 
MAP, cinasa de, 641 
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cuando ocurre, 600f, 60If 
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protooncogenes y, 679c 
Melanosomas (granulos pigmentarios), 

366,366f 

Membrana 

dominios, y polaridad celular, 143-144 
lipidos, 124f, 125-129,126f, 127c. 
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asimetria, 138,138f 
estructura quimica, 126f 
fluidez de membrana y, 136-139 
modificaciones, 289-290,289f 
movilidad, 139-140,140f 
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“lateralidad” (asimetria), 130,133,133f, 
138,138f, 288,289f 
lipidos. Veanse Membrana, lipidos; 
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portadores de information, 431,43 If 
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Metastasis, 260PH, 662,670,672,677-678, 
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Microorganismos. Veanse Bacterias; 
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variation de secuencias, 681-682 
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primeros modelos, 2,2f 
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Microtubulares 
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Microtubulos, 180f, 328,328f, 333-356. 
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diversidad de especies, 14-15,399 
palindromos, 524,759 
relacion con genes, 399 
relacion con secuencias de aminoacidos, 
399,431 

repetidas. Vease DNA, secuencias, repe¬ 
tidas 

tripletes de codigo genetico, 405PH, 
464,466,468-469 
hipotesis del bamboleo, 469,469f 
terminologia, 395np 
transcripcion, 433,434f 

O 

0 2 (oxigeno molecular). Vease Oxigeno 
0 2 « (radical superoxido), 34PH 
Ocludina en zonas de oclusion, 265,265f 
Ocular, lente, 728 

Odoriferos, receptores, en perception senso¬ 
rial, 633 

Ojo, poder de resolution, 729f 
Okazaki, fragmentos de, 550,551-552,551f, 
552f,553f,554,558,560 
Olfatorias, neuronas, 633 
Oligo- (definition), 44 
Oligodendrocitos para terapia de remplazo 
celular, 19PH 

Oligosacaridos, 44,129,129f 
ensamblaje, 290-291,290f 
membrana plasmatica, 124f, 129,240 
modification, 291,296,296f 
Omega-3, acidos grasos, 126 
Oncogenes, 461PH, 670-672. Vease tambien 
Protooncogenes 

codifican 

cinasa de proteinas citoplasmicas, 

680 

factores de crecimiento o receptores de 
factor de crecimiento, 679-680 
factores de transcripcion nuclear, 680 
productos que intervienen en la 
apoptosis, 680-681 
crecimiento tumoral, 688VE-689VE 
descubrimiento, 686VE-690VE 
efectos de las mutaciones en, 671f 
fenotipo mutador, 681-682 
funciones, 670 

transformation maligna, 679-682 
Oncogenicos, virus, 679-680 
Onda, formas de (patrones de batido), de 
flagelos, 351,351f 

Oocitos. Veanse tambien Ovulos; Gametos 
activados, 19PH 
division celular, 5,5f 
maduracion, 604,609VE, 609VEf 
factor promotor de la maduracion y, 

609VE 

maduracion pospuesta, 602 

no disyuncion meiotica y, 607PH 
primarios, 601,601f 
profase meiotica prolongada, 601, 602 
secundarios, 601f, 605 
trasplantes nucleares, terapia de remplazo 
celular, 19PH, 19PHf 
Oogenesis, 601f, 604 
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Oogonias, 601, 601f 

Operador de operon bacteriano, 510-512, 
510f,511f 

union por represor, 51 If 
Operones bacterianos, 510-513,510f, 5Ilf 
inducibles, 51 If, 512 
reprimibles, 51 If, 513 
Opiaceos y vias de senalizacion, 631-632 
Optica, microscopia, autorradiografia de, 
preparacion, 743f 

Opticas 

pinzas, 142, 332,332f 
trampas, 332 

Opticos, microscopios, 728, 728f 
campo brillante, 730 
contraste de fase, 730-731 
electronicos y, imagenes, 735f 
fluorescencia, 731-733 
iluminacion, 730 

microscopia confocal de barrido laser, 
733-734 

preparacion del especimen para, 730 
procesamiento de imagen, 733 
resolution, 728-729 
sistema de lentes en, 735f 
visibilidad con, 729-730 
Orbitales de electrones, 32f 
Organelos, lOf, 11,274-275,275f, 744-745. 
Vease tambien organelos 
especificos 
aislamiento, 746 
autoensamblaje, 77-78 
autofagia, 307-308, 308f 
celulas diferenciadas, 16 
celulas secretoras, polaridad, 284,285f 
estudios 

fraccionamiento, 279-280,280f, 
744-746 
proteomica, 280 

funcion de miosinas en el movimiento de, 
365f, 368 

interdependencia, 233,234f 
movimiento a lo largo de los microtubu- 
los, 330f, 337f 

mediado por cinesina, 340,340f, 
341-342,341f 

mediado por dineina, 341-342 
origen posible, 25VE 
procariotas y eucariotas, 8f 
recambio, 307 
sin membranas, 11 
sistema endomembranoso, 275 
Organicas, moleculas, 40 
Organismos modelo, 16-17,17f. Vease tam¬ 
bien Animales, modelos 
enfermedades del ser humano, 67PH 
estudios de la division celular, 610VE 
Organization como propiedad de la celula, 
3-5,4f 

Organos, trasplantes. Vease Trasplantes 
oriC, secuencia, 546 

Origen, complejo de reconocimiento de 
(ORC), 557,558f 
Origenes de duplication, 546,546f 
eucariotas, 557-558,558f 
Oscuras, reacciones fotosinteticas (fotoinde- 
pendientes), 219,231f, 232 
oskar , mRNA, 533,533f 
Osmosis, 149,149f, 150f 
Ovarico, cancer, 623PHc, 663f, 678 

deteccion de cambios proteomicos, 71 

prooncogenes y, 679c 

pruebas de deteccion para, 71-72 


Ovulos. Ve'anse tambien Gametos; Oocitos 
fecundados, y cese de la detention meioti- 
ca, 606 

vertebrados, formacion, 601f 
Oxidation 

anaerobia, 113-114,113f 
carbohidratos, 183-185,184f 
desacoplamiento respecto de fosforilacion, 
198-199 

transferencia de energia, 11 If 
Oxidation-reduction, reacciones. Veanse 
Redox, reacciones (de oxida¬ 
cion-reduccion); Estandares, 
potenciales redox 
Oxidado, estado, 108 
Oxidantes 

agentes, 108,190 

durante la fotosintesis, 218,223,228 
equivalentes, 225,225f 
Oxidativa, fosforilacion, 108f, 187-188, 

187f, 189 

fosforilacion al nivel del sustrato y, 189 
Oxidativo, metabolismo, 34PH, 183-188 
Oxigenica (liberadora de 0 2 ), fotosintesis, 
215,22f,223 

Oxigeno 

atomos 

anion peroxi reactivo, 197 
forma ultrarreactiva (oxigeno singlete 
[ 1 O ]),220 

complejo generador, 224f, 225 
de fotosintesis, 217-218,225,225f 
radicales libres y, 34PH 
Oxigeno/C0 2 , cociente, y fotorrespiracion, 
233 

P 

P, cuerpos, y degradation del mRNA, 535 
P, tipo, bombas ionicas, 157,159,159f 
p21, Cdk, inhibidor, 578f 
p27, Cdk, inhibidor, 579,579f 
p53, factor de transcripcion, 578-579,578f, 
675-677,676f,677f 

P680, clorofila del centro de reaccion, 222f, 
223,224f 
P680,223 
P680 + ,223,225 

P700, clorofila del centro de reaccion, 222f, 
223,226,226f 
P700,227 
P700 + ,226f, 227 

PAGE. Vease Poliacrilamida, electroforesis en 
gel de (PAGE); Sodio, electro¬ 
foresis en gel de poliacrilamida- 
dodecilsulfato de (SDS-PAGE) 
Palanca, hipotesis del brazo de, action de la 
miosina, 371-372,372f 
Palindromicas, secuencias nucleotidicas, 

524,759 
Paludismo, 711 

Pancreas en la regulation de la glucosa, 645 
Pancreaticas, proteinas secretoras, dinamica, 
277,278f 

Pancreaticos, islotes, trasplante, 18PH 
Panitumumab en tratamiento del cancer, 
683-684 

Papanicolaou, frotis de, 667,667f, 686 
Paquiteno, 602f, 604 

Paracelular, via, y zonas de oclusion, 264,264f 
Paracrina, senalizacion intercelular, 617, 617f 
Paraquat, herbicida, 228 
Parasitarias, infecciones, reaccion de anti- 
cuerpos a, 704 


Paratiroidea, hormona, 631c 
Pareamiento de bases 
empalme, 455f 
transcripcion, 433,434f 
Parkinson, enfermedad de 

disfuncion mitocondrial y, 209PH 
neurofilamentos, 359 
terapia de remplazo celular, 18PH 
Paroxistica, hemoglobinuria nocturna, 136 
Partenotos, 19PH 
Pasiva, inmunizacion, 67PH-68PH 
Pasivo, transporte, 147f 
Paternidad, disputas, y DNA minisatelite, 

404 

Paternos, cromosomas X, desactivacion, 
497np 

Patogenos 

enfermedad autoinmunitaria, 719PH 
reaccion innata a, 699 
PC. Veanse Fosfatidilcolina (lecitina; PC); 
Plastocianina (PC) 

PCM. Vease Pericentriolar, material (PCM) 
PCNA, 559f, 560,560np, 561f 
PCR. Vease Polimerasa, reaccion en cadena 
de (PCR) 

PDGF. Vease Plaquetas, factor de crecimien- 
to derivado de (PDGF) 

Pectinas en la pared celular vegetal, 270,270f 
Penetrancia y enfermedad, 419PH-420PH, 
420PHnp 
Penfigo vulgar, 262 

Pentosa (5 carbonos), azucares en nucleoti- 
dos, 395,395np, 396f 

Pentosas, 42 

PEPCK, gen. Vease tambien 

Fosfoenolpiruvato, carboxicina- 
sa de (PEPCK) 
glucocorticoides, 524,524f 
gluconeogenesis, 522,522f 
Peptidicos, enlaces, 50f, 51 

formacion durante la traduction, 473, 
474f, 475 

Peptidilo, transferasa de, 473,479VE- 
480VE 

Peptido, huella digital de masa de, 70,70f 
Peptidoglucanos en paredes celulares bacte- 
rianas, 699 

Peptidos 

bolsillos de union a antigeno MHC, 

722VEf, 723VE 

determinacion de la masa molecular de, 
751-752 

modelos tridimensionales, 723VEf 
presentacion de antigeno, 693f, 710f 
procesamiento de antigeno y, 713f 
Pequenas 

ribonucleoproteinas nucleares (snRNP), 
454 

como funcionan, 455f 
estructura, 456f 

tipos Ul, U2, etc., 454-456,455f, 456f 
ribonucleoproteinas nucleolares 
(snoRNP), 442,443f 

Pequenos 

RNA de interferencia (siRNA), 460-461, 
460f 

microRNA (miRNA) y, 463 
sinteticos, 461PH 
uso en investigacion, 333,461 
uso en medicina, 461PH-462PH 
RNA no codificadores, 459-461,499,499f 
RNA nucleares (snRNA), 454,456,456f 
como funcionan, 455f 
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tipos Ul, U2, etc., 455f, 456 
U6,442np, 455f, 456,456f 
RNA nucleolares (snoRNA), 442,443f 
codification por intrones, 458 
Perdida de funcion, mutaciones, 407PH, 
671f 

Perforinas, 702 

Pericentriolar, material (PCM), 342, 342f, 
343,344-345 

Perifericas, proteinas de membrana (protei- 
nas perifericas), 130,130f, 136, 
13 9f, 142,145f, 146,375f 
Periodontal, enfermedad, 260PH 
Peristaltismo y uniones comunicantes, 267 
Permeabilidad de zonas de oclusion, 265 
Peroxi, anion, 197 

Peroxisomas (microcuerpos), 8f, 207-208, 
207f, 208f 

anormalidades, 210PH 
captation de proteinas, 318 
fotorrespiracion, 233 
microtubulos y, 330f 
transporte mediado por cinesina, 340 
Peroxisomico, senales de direccionamiento 
(PTS), 318 

Pesadas, cadenas, de inmunoglobulinas, 703- 
707,704c 
Pescado, aceite de, 126 
PGA. Vease 3-fosfoglicerato (PGA, 3-PGA) 
pH, 39 

dominio, 626-627, 626f 
gradiente de (ApH), 198,198np 
PI, 3-cinasa de (PI3K), 643f, 644, 651-652 
PI. Vease Fosfatidilinositol (PI) 

Piel 

enfermedades vesicantes, 254,262, 360 
estructura, 240,240f 
filamentos intermedios de queratina en, 
359f 

impermeabilidad, y zonas de oclusion, 265 
injertos, 710 
membrana basal, 240f 
Pigmento, granulos (melanosomas), 366, 
366f 

Pigmentos. Veanse tambien Antena, pigmen- 
tos; Cloroplastos 
definition, 219 
fotosinteticos, 219-221,220f 
transferencia de energia, 223-224 
unidad fotosintetica, 221-222 
Pigmentos del centra de reaction (clorofilas), 
222f, 223,224f, 226f, 227 
transferencia de electrones,223 
Pilosas, celulas, del oido, 366-368, 367f 
estereocilios, 366, 367f 
Pinocitosis. Vease Endocitosis, fase masiva 
Pinza P, 552-554,553f 
PIP, 626-627,626f, 643f, 644 
Piranosa, anillo, 43f, 44,44f 
Pirimidina, dimeros de, 562f 
reparation, 563 
Pirimidinas, 76,76f, 395 
Pirofosfatos 

activacion de aminoacidos, 470 
transcription, 433,434f 
Piruvato 

ciclo delTCA, 185f, 186f 
complejo de deshidrogenasa de, 61,6 If 
generation en la glucolisis, 185 
oxidation anaerobia, 113-114,113f 
P K, 53f 

Placebo, ensayos controlados por, 65PH 
Planar, anillo, 43, 43f 


Plano de separation en citocinesis, 596-597, 
598f 

Plantas (vegetales) 
bombas ionicas, 159 
C 4 ,234-235 
CAM, 236 

citocinesis, 598-599,599f 
cloroplastos, 8f 

como funcionan los herbicidas, 228 
fijacion de C0 2 ,229-236,231f 
fotorrespiracion, 232-233,233f 
fuentes de energia y almacenamiento, 230 
funcion de iones calcio, 648-649 
funciones de las membranas, 122f 
interrelaciones de organelos,233,234f 
manipuladas por ingenieria genetica, 235, 
771 

metilacion de DNA, 530,530f 
mi era filamentos, 360 
microtubulos, 334f, 336, 345-346, 345f, 
346f 

mitocondrias, 181 
mitosis, 580f 
origen, 25 VEf 
osmosis, 149-150,150f 
paredes celulares, 269-271,270f, 271f, 
598,599f 

peroxisomas (microcuerpos), 8f, 208,208f 
plasmodesmas, 268,269f 
presion de turgencia, 149-150,150f, 310, 
336 

proteinas 

de movimiento, 268,269f 
vacuolares, sintesis, 286-287 
sintesis 

de ATP, 228-229 
de carbohidratos, 229-236,23 If 
sistemas de transporte activo secundarios, 
163 

vacuolas, 310, 3Ilf 
vias de serialization, 645 
Plantillas 

DNA como, 431,432-433,434f, 436f. 

Vease tambien DNA, duplica¬ 
tion, cadena, plantilla 
duplication del DNA, modelo de Watson 
y Crick, 399 
mRNA como, 431 

polimerasa de DNA, 547-548,548f, 553f, 
554 

Plaquetaria, agregacion, 249,251,25 If 
Plaquetas, factor de crecimiento derivado de 
(PDGF) 

activacion de proteintirosincinasas 
receptora, 634 
dimerization, 634-636 
oncogenes que codifican, 679-680 
via de Ras-cinasa de MAP, 641 
Plasmalogenos, 207-208 
Plasmatica, membrana, 8f, lOf, 120-178. 

Vease tambien Membranas 
carbohidratos, 129 
celulas epiteliales, 143-144,143f 
“cercas”, 142,142f, 143,143f 
direccionamiento de proteinas a, 304 
dominios diferenciados, 143-144,143f, 
144f 

endocitosis, 311, 312f 
eritrocito, 144-146 
esqueleto, 136,142,142f, 145f, 146 
estructura, 123-125,123f, 124f 

naturaleza de tres capas (trilaminar), 
120-121,121f 


exocitosis, 306, 306f 
funciones, 147 

lipidos, 126f. Veanse tambien Lipidicas, 
bicapas; Membrana, lipidos 
modelo de Davson-Danielli, 124 
naturaleza dinamica, 128,128f, 139- 
146 

oligosacaridos y, 44 
proteinas. Veanse Integrales, proteinas 
de membrana (proteinas inte¬ 
grales); Perifericas, proteinas de 
membrana (proteinas periferi¬ 
cas) 

transferencia de hormona/neurotrans- 
misor a traves de, 621 
transporte de sustancias, 147-163 
vaina de mielina, 125f 
zonas de oclusion, 264-265,264f 
Plasmaticas 

celulas, 699,700f, 702-703 
proteinas, 71 

Plasmido, DNA, en donation, 761-763, 

76 If, 762f, 769f 

Plasmodesmas, 8f, 122f, 268,269f 
Plasmolisis, 150,150f 
Plastocianina (PC), 226,226f, 227 
Plastoquinol (PQH 2 ), 224,224f, 225f, 226, 
226f 

Plastoquinonas (PQ), 223-224,224f, 225f 
Plastos, 45 

PLC. Vease Fosfolipasa C 
Plectina, 337f, 357, 357f 
Plegamiento 
intrones, 454f 

polipeptidos, y familias de proteinas, 59 
RNA, 432 

Pluripotenciales, celulas, 19PH 
Pneumococcus , formas S y R, 423VE, 423VEf 
pol, proteinas. Vease DNA, polimerasas, 
eucariotas (pol a, p, etc.) 

Polares 

cuerpos, 601f 

grupos cabeza polares (hidrofilos), de 

lipidos de membrana, 123,123f, 
126,126f 
moleculas, 33 

enlaces de hidrogeno y, 35 
naturaleza hidrofila, 33 
Polares (interpolares), microtubulos (fibras 
del huso polar), 588-589,591f, 
595,595f 

Polaridad, 33 
agua, 33 

aminoacidos, 51-53,52f, 54 
atraccion electrostatica, 37 
celula 

dominios de membrana, 143-144 
potencial de action, 165 
celulas moviles, 379, 380f 
difusion a traves de membranas, 148 
hidrofilicidad, 35 
microtubulos, 338, 343 

como se establece, 344f, 345 
nucleotidos, 395, 396f 
proteinas motoras, 338 
Poli(A), cola de mRNA. Vease en Mensajeros 
RNA (mRNA) 

Poliacrilamida, electroforesis en gel de 
(PAGE), 749-750,751f 
Policiacas, investigaciones, uso de DNA, 404, 
405f 

Policlonal, antisuero, 774-776 
Poliespermia, 390 
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Poliinsaturadas, grasas, 48 
Poliinsaturados, acidos grasos, 126 
Polimerasa, reaccion en cadena de (PCR), 
763-765,764f 
aplicaciones, 765 

Polimerasa-primasa, complejo, 561f 
Polimerasas. Veanse DNA, polimerasas; 

RNA, polimerasas 
Polfmeros, 41,4 If, 45 

Polimorfismos, 418,419f. Vease tambien Un 
solo nucleotido, polimorfismos 
(SNP) 

riesgo de enfermedades y, 420PH, 
420PHnp 

Polinucleotidos, sfntesis, 758 
Polipeptfdicas (polipeptidos), cadenas, 51. 

Veanse tambien Nacientes, poli¬ 
peptidos; Protefnas; Proteinica, 
estructura 
autoensamblaje, 63 
conformaciones, 55-58,57f 
nativas, 64, 64f, 69f, 43 If 
cristalografia de rayos X, 752 
ensamblaje, 286-287,286f. Vease tam¬ 
bien Protefnas, sfntesis 
carabinas en, 68,69f 
elongation, 473-475,474f 
inicio, 470-472,471f 
mecanismo, 431,43 If 
sitios, 284 

mensajeros extracelulares, 619 
plegamiento. Vease Protefnas, plega- 
miento 
sinteticas, 72-73 
Poliploidizacion, 409 
Poliqufstica, nefropatfa (PKD), 350PH- 
351PH 

Polirribosomas (polisomas), 476,476f, 477f 
Polisacaridos, 45-47,46f. Veanse tambien 

Azucares y tipos especificos , p. ej., 
Hemicelulosas; Oligosacaridos 
matriz extracelular, 242f 
Polisomas. Vease Polirribosomas 
(polisomas) 

Politenicos, cromosomas, 394f, 395 
Porfirina, anillo de, 192f, 219,220f 
Porinas, 182,182f, 217 
Poros de fusion, 306,306f 
Positiva, selection, 416np, 715 
Postraduccional 

control, de expresion genica, 537-538 
silenciamiento genico (PTGS), 459 
Postraduccionales, modificaciones (PTM) 
aminoacidos, 53-54 
bases de tRNA, 467 
pre-rRNA, 440,443f 
funciones, 440 

Potasio 

canales de fuga de, 165,166f 
canales ionicos, 153-156,154f, 155f 
cambios conformacionales, 135-136, 
135f 

celulas nerviosas, 165 
controlados por voltaje (Kv), 152-156, 
152f, 15 3 f, 154f, 155f 
como se abren y cierran, 153,153f, 
154-156,155f 
desactivacion, 154,155f 
potencial de accion, 165,166f 
procariotas, 152-153 
iones, gradiente de concentration, 157 
y gradiente electrico, 165 
potencial de equilibrio de (£ K )> 165 


Potenciales. Veanse Electrico, potencial; 

Membrana, potenciales; 

Reposo, potencial en 
Potenciales de accion, 165-167,166f 
propagation como impulsos nerviosos, 
166-167,167f 
potenciales redox, 190 
reacciones redox, 108, llOf, 111-112, 
lllf 

unidades fotosinteticas, 221,22If, 222 
naturaleza exergonica, 226 
via 

cadena de transporte de electrones, 
energfa de, 188 
de NADH, 187f, 188,191 
oxidasa de citocromo, 197,197f 
PP r Vease Pirofosfatos 
PCX Vease Plastoquinonas (PQ) 

PQH 2 . Vease Plastoquinol (PQH 2 ) 
Prader-Willi, sfndrome de, 530 
pRB. Vease tambien Rb, protefna reguladora, 
regulation del ciclo celular, 577,674-675 
Preclfnicos, ensayos, desarrollo de farmacos, 
74f 

Precoz, pubertad, 623PHc 
Preduplicacion, complejos (pre-RC), 557, 
558f,577f,590f 
Preinicio, complejos 
traduction, 472 

transcrip cion, 445-447,446f, 527f, 528f 
ensamblaje, 445f, 446f 
Prematura, codones de termination, 

475-476,491f 
Pre-miRNA, 460f, 463 
Pre-mRNA, 43If, 444-445,449. Vease tam¬ 
bien Primarias, transcripciones, 
mRNA 

casquete de metilguanosina y cola poli(A), 
452,452f 

exportation desde el nucleo, 491,49If 
procesamiento, 450-457,451f, 452f, 457f. 

Vease tambien Splicing 
resumen, 453f 

sitios de empalme, 452,453f, 455f 
Preprofase, banda, 345f, 346 
Pre-RNA (transcripciones primarias), 437 
Pre-rRNA, 440. Vease tambien Primarias, 
transcripciones, rRNA 
metilacion, 440 

modification postranscripcional, 

440,443f 

procesamiento, 440-442,442f, 443f 
autoempalme, 478VE-479VE, 478VEf 
estudios, 441-442, 441f 
sfntesis, 438-440 

Pre-tRNA. Vease tambien Primarias, trans¬ 
cripciones, tRNA 
procesamiento, 443-444 
Primarias, transcripciones, 437 
empalme, 452-457 
micro-RNA (pri-miRNA), 460f, 463 
mRNA. Vease tambien Pre-mRNA 
conversion en mRNA, 450-457 
intrones y, 448-449,457f 
procesamiento cotraduccional, 45If 
rRNA, 439,439f, 440. Vease tambien 
Pre-rRNA 

transcripcion primaria de 45 S, 441, 
441f 

tRNA, 443. Vease tambien Pre-tRNA 
vfas de procesamiento, 458,531 
Primarios 

cilios, 349,350PH, 350PHf 


espermatocitos, 601, 601f 
oocitos, 601,601f 

Primasa en duplicacion del DNA, 550,55If, 
552f,559f 
eucariotas, 559 

Primeros mensajeros, 617,617f, 625. Vease 
tambien Ligandos 
Pri-miRNA, 460f, 463 
Primordiales, celulas germinales, 601f 
migration embrionaria, 248 
Primosoma en duplicacion de DNA, 551 
Priones, 65PH-66PH, 66PHf 
Prionicas, protefnas, 136 
Pribnow, caja de, 436 
“Problema de la duplicacion de los extre¬ 
mes”, 504-55,504f 
Procariotas. Vease tambien Bacterias 

ancestros de los eucariotas, 25VE, 25VEf, 
28 VE 

biopelfculas, 13 
citoesqueleto, 328-329 
clasifi cation, 13-15 
diversidad de habitat, 14-15,15c 
division celular, 12 

enzimas de restriction a partir de, 758- 
760 

etimologfa, 11 
flagelos, 12,13f 

grupos taxonomicos (dominios), 13 
metabolismo en, 13 
numero y biomasa, 15c 
relaciones evolutivas, 27VEc 
transcripcion, 435-436,435f 
transferencia lateral de genes en, 28 VE 
Procariotas, celulas, 8f, 17f Vease tambien 
Bacterias 

celulas eucariotas o, 7-8,9-15, 9c, 17f 
envoltura nuclear, 486 
factores de transcripcion, 437 
polimerasas de RNA, 436-437 
propiedades compartidas, 9 
relaciones evolutivas, 26VE-28VE 
miembros de la clase, 8 
tamanos, 20 
tipos, 13-15 

Procariotas K + , canales, 152-153,152f, 153f 
Procaspasas, 655-657 

Procesamiento, control de expresion genica a 
nivel de, 514,515f, 531-532 
Procesivo, movimiento, 338 
helicasa, 551 
polimerasa de RNA, 433 
protefnas motoras, 338, 365-366, 365f 
Profase I meiotica, 600f, 602-605, 602f 
detention prolongada, 601,602 
Profase II meiotica, 600f, 605 
Profase mitotica, 571f, 580f, 581-586 
fuerzas requeridas, 595 
Profilina, protefna polimerizante de, locomo¬ 
tion celular, 379-380, 380f 
Progenitoras, celulas 

desarrollo de tumores, 667 
formation de celulas sanguine as, 697 
Progeria, 487,487f 

Programada, muerte celular. Vease Apoptosis 
Prometafase mitotica, 571f, 580f, 586-588, 
586f 

fuerzas requeridas, 595,595f 
Promotores, 522,522f, 522np 
centrales, 522-523,525-526,525f 
elementos, 522f, 523,525 
expresion del gen de PEPCK, 522,522f 
mapeo por deletion, 522f, 523 
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operon bacteriano, 510,510f, 51 If 
transcripcion, 433 
eucariotas, 445,445f 
funciones, 433 

polimerasas de RNA, 442-443,442np, 
445,445f, 446,446f 
procariotas, 436,436f 
factor o y, 435-436,435f 
rRNA, 440,440f 
tRNA, 443 

Propagacion de impulsos nerviosos, 166-167, 
167f 

“Propio”, 696,714,718PH-719PH, 724VE 
“ajeno” y, 693-694 

anticuerpos contra, 695f, 697,699-700, 
718PH-720PH, 722VE 
inadvertido para los linfocitos T, 

714-715 

no propio, 694-695,715-716 
tolerancia inmunitaria, 699-700,703, 

703f 

Prostatico, cancer 

incidencia, 663f 
pruebas de deteccion, 72 

Prosteticos, grupos, 58,191 

Proteasomas, 537,537f 
control de calidad, 29If, 292 
degradacion de proteinas, 537-538, 

537f 

procesamiento de antigenos, 712f 
regulation del ciclo celular, 575 

Proteina 

bombas de, y canales controlados, 163 
microordenamiento (chips de proteina), 

71 

Proteina de recubrimiento ARF1,303f, 

304 

Proteinas, 49-75. Veanse tambien 

Glucoproteinas; Polipeptidicas, 
(polipeptidos) cadenas; y tipos 
especificos, p. ej., DNA, proteinas 
de union a 

adaptation y evolution, 73-75 
anclaje a cinasa de proteina A (AKAP), 
632,633f 
anormales, 537-538 
bioquimica. Vease Proteomica 
bloques de construction, 50-54 
cambios conformacionales, 57,60-61, 

61f, 114-115 

fosforilacion, 157-158,158f 
modificacion covalente, 114-115 
modulation alosterica, 115,115f 
motores moleculares, 338 
chips de. Vease Proteinas, microordena¬ 
miento (chips de proteina) 
complejo con DNA, 3 If 
complejos 

de importacion. Vease Transposition 
(importacion de proteinas), 
complejos 

multiproteinicos, 61, 61f 
conjugadas, 94 
control redox, 230-232,232f 
degradacion, 537-538,537f 
desnaturalizacion (desplegamiento), 63 
diversidad, 49-50, 50f. Veanse tam¬ 
bien Alternativo, splicing .; 
Multigenicas, familias 
empalme, 536 
estabilidad, 537-538 
estructura. Vease Proteinica, estructura 
expresion. Vease Genica, expresion 


familias, 59,74-75,408 
formas homologas, 73-74 
funciones, 49, 81VE 

como se les identifica, 63, 72 
multiples, 68np 
grupos prosteticos, 58 
ingenieria de, 72-73, 74f 
interacciones con acidos nucleicos, 
432-433,469 

interacciones entre, 61-63, 62f, 63f 
dependiente de fosfotirosina, 636 
determination, 748-749 
isoformas, 74,410,414np 
lapso de vida, 538 

membranas. Veanse tambien Integrales, 
proteinas de membrana (pro¬ 
teinas integrales); Membrana, 
proteinas 

mensajeros extracelulares, 619 
modificacion 

en aparato de Golgi, 296 
en reticulo endoplasmico, 287,290-292, 
290f 

reclutamiento, 276-277 
relation con genes, 430-432 
serialization celular, 618,618f 
sintesis. Veanse Polipeptidicas (polipep¬ 
tidos), cadenas, ensamblaje; 
Proteinas, sintesis 
sinteticas, 72-73,74f 
superfamilias de, 74-75 
supuesto material genetico, 422VE- 
424VE 

tecnicas de estudio, 69-71,70f, 280 
aislamiento, purification y fracciona- 
miento, 69, 70f, 746-752 
criomicroscopia electronica, 753 
cromatografia, 746-749,747f, 748f 
de filtration en gel, 747f 
inmunolocalizacion, 776 
localization por microscopia de fluores- 
cencia, 331,331f 
medicion y analisis, 751-752 
precipitation selectiva, 746 
trafico. Vease Proteinas, transporte 
union a GTP Vease G, proteinas 
via biosintetica (secretora), 276 
Proteinas, capas 

sobre vesiculas, 298,299-300,299f, 

30If, 303-304. Vease tambien 
Proteinas, capas 

formation de vesiculas, 281,28If 
primeros estudios, 321VE, 

321VEf 

virus (capsula proteinica, cap side), 22, 
22f 

Proteina, cinasas de, 115. Veanse tambien 
Fosforilacion; Tirosincinasas 
activation, 250,252,253f, 262,636 
blancos de caspasas, 654 
danos del DNA y, 578,578f 
dependiente de DNA, reparation de 
roturas de doble cadena, 565f 
inicio de la duplication, 557,558f 
leucemia mielogena cronica (CML), 
502PH 

oncogenes que codifican, 680 
paredes celulares vegetales, 270-271 
regulacion del ciclo celular, 573-577, 
576f 

senalizacion celular, 262, 618,618f 
traduccion de mRNA, 534-535 
transcripcion, 446,447 


Proteinas, plegamiento, 63-68,63f, 64f, 69f, 
291-292,431f 

carabinas, 64, 68,69f, 78VE-82VE, 
81VEf, 291,29If, 292,292f 
consecuencias letales, 65PH-68PH 
diversidad, 59 
familias de proteinas y, 59 
incorrecto, 64,80VE, 291-292,291f 
destino, 292-293 

enfermedad de Huntington, 406PH 
vigilancia para control de calidad, 
291f 

priones y, 65PH-66PH, 66PHf 
Proteinas, sintesis, 470-478,477f. Vease tam¬ 
bien Polipeptidicas, cadenas 
(polipeptidos), ensamblaje 
bloqueo por interferencia de RNA, 
460-461,460f 

cometido de las membranas microso- 
micas, 281 

control 

postraduccional, 537-538 
de traduccion de mRNA, 533-535 
eucariotas y procariotas, 477,477f 
hipotesis de la serial, 285 
inicio, 470-472,471f 
mecanismos de control de calidad, 291, 
29 If, 292,491,491f 
ribosomas rodeados por membrana, 
286-287,286f,320f, 321 
y en ribosomas fibres, 284-286 
termination, 475 

por fosforilacion, 292f, 293 
Proteinas, transporte 

direccionamiento, 276,302-304,303f, 
489 

estudios, 277-279,278f, 279f 
importacion en el nucleo, 490-491,490f 
al interior de 

cloroplastos, 320-321, 320f 
mitocondrias, 318-320, 319f 
peroxisomas, 318 

a lo largo de la via biosintetica/secreto- 
ra, 275-276,276f 

aparato de Golgi, 295,296,296-298, 
297f 

al reticulo endoplasmico, 300f 
clasificacion en red de Golgi trans, 
302-304,303f 

al interior de membrana del reticulo 
endoplasmico, 288f 
red de Golgi trans a su destino, 276f, 
303,303f, 304-306 
del reticulo endoplasmico al aparato 
de Golgi, 276f, 293,293f, 

300f 

a traves de la membrana del reticulo 
endoplasmico, 285,285np, 286f 
vuelta al reticulo endoplasmico, 302 
postraduccional, 285np, 318-321 
retrogrado, 297f, 300-302,300f 
senales de clasificacion (reconocimien- 
to), 302 

a traves de membranas, como funcio- 
nan las carabinas, 320 
Proteinfosfatasas. Veanse tambien 

Desfosforilacion; Fosfatasas 
senalizacion celular, 618,618f, 631 
Proteinica, estructura, 54-61. Veanse tam¬ 
bien Proteinas, plegamiento; 
Proteinas, cambios conforma¬ 
cionales 

cambios dinamicos, 59-60, 60f 
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Proteinica, estructura ( cont .) 
conformaciones, 55 

enfermedades neurodegenerativas y, 
65PH-68PH 

segmentos no estructurados (desor- 
denados), 57 
cuaternaria, 60-61,6If 
diversidad, 59 
dominios, 58-59,59f 
evolution, 59,414 
enlaces no covalentes, 58,59f, 60 
estudios, 752-753 
funcion y, relaciones, 54 
homodimeros y heterodimeros, 60 
niveles de organization, 54 
polaridad de aminoacidos y, 54,54f 
primaria, 54-55 
secundaria, 55-57,57f 

en plegamiento de proteinas, 64,64f 
subunidades, 60 
terciaria, 57-58,57f, 58f 
Proteinica, ingenieria, 72-73, 74f 
Proteintirocinasas, 634 
mutantes, 634 

receptores de insulina como, 641-642 
fosforilacion, en serialization celular, 
634-635 

Proteoglucanos, 242f, 245,245f 
Proteolisis, 575-576, 611VE 
Proteomas, 68, 71 

Proyecto Proteoma Plasmatico, 71 
Proteomica, 68-72,280 

interrogantes de investigation, 69 
usos medicos, 71 
Protistas, 15,15f, 25VEf 
Protofilamentos de micro tub ulos, 333-334, 
334f 

Protomotriz, fuerza (Ap), 198-199,199f, 206 
Protones, 38-39, 39np. Vease tambien 
Hidrogeno, iones 
bomba de, 194 
bacterias, 161-162 

impulsadas por reacciones redox, 196, 
196f 
plantas, 159 

exclusion de canales de acuaporina, 150, 
151f 

formacion de ATP, 187-188,187f 
gradientes, 187,187f, 197 
formacion de ATP, 194 
fotosistema II, 224,224f, 225 
fuerza protomotriz, 198 
portion F 1 de la sintetasa de ATP, 202, 
202f 

transporte activo impulsado por luz, 162 
a traves de la membrana tilacoidal, 227, 
228-229,229f 
movimiento (transposition) 

a traves de membrana mitocondrial, 
187-188,187f, 194,195f, 196, 
197-198 

canal transmembranoso para, 200, 
201f 

fuerza protomotriz y, 198-199 
movimiento a traves de sintetasa de ATP, 
203,205-206,206f 
oxidasa de citocromo y, 196,196f, 197 
“sustrato”y “bombeados”, 197 
transferencia 

acciones enzimaticas, 99, 99f 
oxidation, 111 

vias de conduccion de (“cables protoni- 
cos”), 197-198 


“Protones, cables de” (vias de conduccion de 
protones), 197-198 

Protooncogenes, 670-672. Vease tambien 
Oncogenes 

crecimiento tumoral, 690VE 
dano del DNA y, 678f 
desarrollo de cancer, 680 
mecanismos de activation, 671f 
tumores del ser humano relacionados con, 
679c 

Protoplastos, 217, 744 

Provenge en tratamiento del cancer, 684 

Provirus, 23-24 

Proyecto Genoma del Cancer Humano, 672 
PrP c (proteina prionica celular), 65PH, 
66PHf, 136 

PrpSc (p r oteina prionica de escrapie), 65PH, 
66PHf 

PSA, prueba para cancer prostatico, 72,686 
Pseudomonas aeruginosa en fibrosis quistica, 
160PH-161PH, 161PHf 
PSI, PSII. Vease Fotosistema I (PSI); 

Fotosistema II (PSII) 

PTB, dominio, 636-637 

sustratos para receptor de insulina y, 

643f 

PTEN , genes, celulas tumorales y, 678-679 
PTM. Vease Postraduccionales, modificatio¬ 
ns (PTM) 

Pubertad precoz, 623PHc 
Pulmonar, cancer 

incidencia, 663f 
protooncogenes y, 679c 
reparation de defectos del DNA y, 
567PH 

Pulso y persecution, experimentos, 277,278f 
Puntos 

fluorescencia, microscopia, 331,348f 
procesamiento de mRNA, 508,508f 
revision del ciclo celular. Vease en Celular, 
ciclo 

“Puntos calientes” en recombination geneti- 
ca, 421 PH, 608np 

Purification 

acidos nucleicos, 753-754 
proteinas, 746 
Purinas, 76, 76f, 395 

a 

Q_, ciclo, de transposition de protones, 195f, 
226,226f 

Queratina, filamentos de, 254,359f 
Queratinas, 359 

Quiasmas, cromosomicos, 393f, 604-605, 
604f, 607PH 

Quimericas, proteinas. Vease Fusion, protei¬ 
nas de 

Quimerico, DNA, 278 
Quimericos, r atones, 773 
Quimicas 

bases, de la vida, 31-84 
reacciones. Veanse tambien Bioquimicas, 
reacciones; Metabolicas, reac¬ 
ciones 

cambios de energia libre en, 89-91 
exergonicas y endergonicas, 89 
exotermicas y endotermicas, 87 
prediction del sentido, 88 
Quimioatrayentes, 699 
Quimioautotrofos, 215 
Quimiocina, alelos para receptor de, y super- 
vivencia en infection por VIH, 
624PH 


Quimiocinas en la activation de celulas T, 
702 

Quimioosmotico, mecanismo, 187f, 188 
Quinonas, 192f, 223-224,224f, 225f, 227. 

Vease tambien Ubiquinona 
(UQ_> coenzima Q) 
radicales libres, 224f 
Quistica, fibrosis (CF), 160,292,476 

regulador de conductancia transmem- 
brana (CFTR), 160PH-161PH 
Quitina, 46-47 

R 

R, grupos (cadenas laterales), de aminoaci¬ 
dos, 50f, 51-54,52f 
codigo genetico y, 466,466f 
en enzimas, 60, 60f, 97, 98f, 99,99f 
estructura y funcion de proteinas, 54 
R, lazo, tecnica de investigation, 449-450, 

45 Of, 45 If 

R. Vease Gases, constante universal de ( R ) 

2R, hipotesis de evolution, 409 

Rab, proteinas de union, 304,305f, 365f, 366 

Radiation 

carcinogeno, 663,665 
dano del DNA por, 562,562f, 565,566, 
566PH-567PH 

y puntos de revision en el ciclo celular, 
577-578,578f 
mutageno, 394 

tratamiento del cancer, 662-663, 676-677, 
682 

Radicales libres, 33, 34PH-35PH 
dano del DNA por, 565 
quinonas, en la fotosintesis, 224f 
simbolo, 34PH 
Radioisotopos, 742c 

usos en investigation, 742-743 
Radon, dano del DNA por, 567PH 
RAF, genes, en genoma humano, 679np 
Raf, proteina, 640-641 
Ran, proteina, y transporte nuclear, 490-491, 
490f 

Ranvier, nodos de, 164f, 167,167f 
RAS , genes, 638-639, 679np, 682, 689VE- 
690VE 

Ras, proteinas, 638-639 

activation de linfocitos, 717 
proteinas de membrana, 136 
Ras-cinasa de MAP, cascada de, 638-641, 
640f 

Raton desnudo, 17f 
Rauscher, virus de leucemia murina de 
(R-MLV), 687VE 

Rayos X 

cristalografia, 57,57f, 752-753 
difraccion, 752-753 

RB, gen, mutaciones, en retinoblastoma, 

673f, 674 

Rb, proteina reguladora, en ciclo celular, 

577f, 674-675 

rDNA. Vease Ribosomico, DNA (rDNA) 
Reaction, velocidad de, 94-96,95c, 97,99, 
101-104,102f, 103f, 105f 
concentration de reactivo (sustrato), 
89-90,101-103,102f, 103f 
ecuacion de Michaelis-Menten, 103 
efecto de enzimas en, 94,95c 
energia de activation, 95-96,96f 
factores limitantes de la velocidad, 
101-102 

grafica de Lineweaver-Burk, 103, 

103f 
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relacion de Michaelis-Menten, 101 
velocidad inicial, 101-102,102f 
velocidad maxima {V , ), 102,102f 
efectos de inhibidores enzimaticos, 
104,105f 

Reaction a estimulos como propiedad de la 
celula, 6 

Reactivos. Vease tambien Sustratos de enzi- 
mas 

concentration, y cambio de energra libre 
(AG), 90,91 

en estado de transition, 96 
RecA, proteina, en recombinacion genetica, 
608 

Recambio, numero de (constante catalitica), 
6, 95c, 102 

Recaptacion de neurotransmisor, 170 
Receptor 

endocitosis mediada por (RME), 311, 
312f, 321VE-324VE 
tratamiento de enfermedades lisosomi- 
cas, 310PH 

regulacion a la baja del, 314 
Receptor y ligando, complejos, endocitosis, 
315f 

Receptoras, proteintirosincinasas (RTK), 

619,634,635f, 636-638, 
641-642 

Recesivos, alelos, 389-390 
Recocido (renaturalizacion) del DNA, 
402-403,403f,404f 
Recombinacion 
frecuencia, 394,421 
intermediarios, 608 
nodulos, 603f 
Recombinante, DNA 

como se crea, 760,760f 
tecnologra, 758-763 
Reconocimiento 

secuencias. Veanse tambien Serial, secuen- 
cias; TATA, caja (secuencia) 
cola poli(A), 452 
splicing de RNA, 453,453f 
senales. Veanse tambien Serial, secuencias; 
Clasificacion, senales 
captation de proternas, 318 
transporte de proternas, 376,302 
Recuperation de proternas que “escaparon” 
del retrculo endoplasmico, 302, 
302f 

Redox 

control, 230-232,232f 
potenciales, 189-191. Vease tambien 

Estandares, potenciales redox 
portadores de electrones, 192-193,193f, 
194 

reacciones (de oxidation-reduction), 108 
cambio de energra libre estandar, 190 
fotosrntesis y, 218 

Reducidas, coenzimas. Vease tambien 
FADH 2 ; NADH 

ciclo 

de acidos grasos, 186f 
TCA, 185f, 187 
energra, 188 

formacion de ATP y, 187-188 
fosforilacion oxidativa, 187,187f 
Reducido 
dinucleotido 

de flavina y adenina. Vease FADH 2 
de nicotinamida y adenina. Vease 
NADH 
estado, 108 


Reductor, poder, 114 
Reductores, agentes, 108,189-190 

durante la fotosrntesis, 218,223,228 
Refractario, periodo, despues de un potencial 
de action, 166,167f 

Regulacion 

como propiedad de la celula, 6-7, 6f 
serialization por proternas G (RGS), 623 
Regulada 

secretion, 275 
via secretora, 276f 
Reguladora, region 

DNA, y factores de transcription, 447, 
518,518f 
genes, 518,518f 

genomas, participation en diferencias 
entre organismos, 416 

Reguladores 

genes, del operon bacteriano, 510f 
linfocitos T (celulas T Rt ), 703 
Reinos, 27VEc, 28 VE g 

Renal, cancer, incidencia, 663f 
Renaturalizacion (recocido) del DNA, 402- 
403,403f, 404f 

Reparto, coeficiente de, 148,148f 
Reperfusion, dano por, 259PH 
Replica, siembra en placa de, 762,762f 
Replicones, 556,558f 

Replisoma (holoenzima polimerasa de DNA 
III), 552-554,553f 
en eucariotas, 558 

Reposo, potencial en, 164-165,166f 
como se mide, 164,164f 
potencial de membrana y, 164 
Represores 

eucariotas (silenciadores), 528,528f 
operon bacteriano, 510-512,5lOf, 51 If, 
513 

Reprimibles, operones, 5Ilf, 513 
Reproduction 
celular, 570-615 
propiedad de la celula, 5 
sexual y numero cromosomico, 599-600 
RER. Vease Rugoso, retrculo endoplasmico 
(RER) 

Residuos, 51. Vease tambien Aminoacidos 
canales ionicos, 174VE, 174VEf 
codigo genetico y, 466 
hidrofilos (polares) e hidrofobos (no pola- 
res), 54,54f 

plegamiento de polipeptidos y, 80VE 
Resolucion (poder de resolucion) 
amplification y, 729f 
microscopio optico, 727-728 
lrmite, 729 
ojo, 729f 
Respiration 

aerobia, 179-213 

y formacion anaerobia de ATP, 
188PH-189PH 
fotosrntesis y, 218,218f 
Respiratoria, cadena. Vease Electrones, trans¬ 
porte, cadena de 

Restriccion 

endonucleasas de (enzimas de restriccion), 
758-760 

descubrimiento de intrones, 449f 
mapeo de, 759-760, 759f 
punto de, ciclo celular, 574np 
Resveratrol, 3 5 PH 
Retina 

excitation de bastoncillos en, 632 
GPCR, 632-633 


receptores de proteina G y muerte celular 
en, 622 

Retinal en transporte activo, 161-162,162f 
Retinitis pigmentosa, 623PHc 

GPCR defectuosos, 623PH-624PH 
mecanismo de la ceguera, 622 
Retinoblastoma, 673-675,673f 
base genetica, 673-674 
genes supresores tumorales, 672c 
mutaciones del gen RB, 673f 
Retroalimentacion, inhibition por, de vras 
metabolicas, 115,115f 
Retro transposones, 413 
Retrovirus (virus tumorales de RNA), 
665-666 

genes transformantes y, 689VE 
oncogenes y, 670,679, 686VE-690VE 
orrgenes evolutivos, 413 
terapia genica, 769-770 
viriones a partir de, 687VE 
Reumatica, fiebre, 719PH 
Reumatoide, artritis, 719PH 
Reversibles, inhibidores enzimaticos, 103-104 
RF. Vease Liberacion, factores (RF, eRF) 
RGD, secuencia (arginina-glicina-acido 
aspartico), 246f, 251,251c 
medicamentos contra apoplejra y ata- 
que cardiaco, 251,25If 
Rh + , fenotipo, 706 
Ribointerruptores, 513 
Ribonucleasa P en procesamiento de pre- 
tRNA, 444 

Ribonucleasas, desnaturalizacion y nuevo 
plegamiento, 63,63f 
Ribonucleico, acido. Vease RNA 
Ribonucleoproternas (RNP), 451,45If, 491, 
49If. Veanse tambien Pequenas, 
ribonucleoproternas nucleares 
(snRNP); Pequenas, ribo¬ 
nucleoproternas nucleolares 
(snoRNP) 

Ribosomas, 8f, lOf, 11, Ilf, 283,283f, 432, 
437,477f 

codones de detencion y, 475,476 
envoltura nuclear y, 487 
libres y unidos a membrana, 284,286 
membrana tilacoidal, 320f 
mitocondrias, 181f, 182 
relacion con ribozimas, 458,480VT 
relaciones entre estructura y funcion, 472, 
473f 

salto traduccional, 536 
srntesis de proteina, 286-287,286f, 43 If, 
470-471,471f, 472 
en elongacion, 473-475,474f 
fijacion a mRNA, 470,471f, 472np, 
477f 

movimiento a lo largo del mRNA, 474, 
474f, 475 

y marco de lectura, 470,475 
sitio A (aminoacilo) de, 472,473f 
sitio E (exit) de, 472,473f 
sitio P (peptidilo) de, 471,471f, 472,473f 
sitios de union a tRNA, 472,473f 
subunidades, 76,77-78, 77f, 429f, 440, 
442,472,473f 
autoensamblaje, 77-78 
que cruzan la envoltura nuclear, 488, 
488f 

que significa “S”, 440np 
sitio de transferasa de peptidilo, 480VE 
Ribosomico, DNA (rDNA), 437-438,438f, 
439f 
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Ribosomicos, RNA (rRNA), 76, 76f, 432, 
432f. Verne tambien RNA 
elongation de un polipeptido naciente, 
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procesamiento, 457f 
dominio carboxilo terminal (CTD), 
446,446f, 457,457f 
elongation de polipeptidos nacientes, 
447 

fosforilacion, 446-447,446f 
promotores, 445,445f 
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de ATP, 203-206,204f 
Rotatorios, motores moleculares, 205 
Rous, virus del sarcoma de (RSV), 687VE 
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Sabor 

amargo, receptores (T2R), 633-634 
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fibras musculares, 373-374,373f 
Satelite, DNA, 404,506,506f 
localization, 407-408,407f 
Satelite, celulas, 18PH 
Saturation de acidos grasos de membrana, 
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Secciones/cortes para microscopia 
electronica, 736,737f 
optica, 730 

Secretasa y, 66PH, 67PHf 
Secretoras, proteinas 
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pre-mRNA 

exportacion desde el nucleo y, 491 
puntos, 508,508f 
proteinas, 536 
senales, 453,453f, 453np 
sitios, 453,453f, 455f 
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dominio; SH2, dominios 
src, gen, en virus tumorales, 688VE 
src, oncogen, 670 
SRC, oncogen, 680 

SRP. Vease Senales, particula de reconoci- 
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SUV39H1, enzima, 499f, 528f 
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a membrana, 709 

distincion de lo propio y lo ajeno, 715- 
716 

estructuras receptoras de antigeno en, 
709f 

inmunidad celular, 697 
inmunorreaccion, 698f 
interaction con celulas presentadoras 
de antigeno, 722VE 
mecanismo de action, 701-703 


presentation de antigeno a, 711-713, 
711f 

recien formados, destino, 715f 
regulador, 703 
tratamiento 
cancer, 684 

enfermedades autoinmunitarias, 
720PH 

T, linfocitos, receptores (TCR) 

antigeno ligado a membrana, 709 
complejo MHC-peptido y, 724VEf 
distincion entre lo propio y lo ajeno, 
715 

enfermedad autoinmunitaria, 718PH 
regiones determinantes de comple- 
mentariedad y propiedades, 
723VE-724VE 
serialization celular, 619 
transposiciones de DNA, 706-709 
Tl, plasmidos bacterianos, 771 
Tabaco, virus del mosaico del (TMV), 21, 
21f 

autoensamblaje, 77 
Tabaquismo y cancer pulmonar, 666 
TAE J4toTBP, factores relacionados con 
(TAF) 

TaHna, union a integrina, 250,250f, 253f 
Tandem, repeticiones de DNA en, 404 
como se producen, 410,410f 
espaciadores no transcritos y, 440 
genes de rRNA, 439 
uso en la identification de personas, 

405f 

Taq y polimerasa, 763 

secuenciacion de DNA, 766-767 
Tardios, endosomas, 315, 315f 
TATA 

caja (secuencia), 445,445f, 446f, 522-523, 
522f,527f,528f 

proteina de union a (TBP), 445-446,445f, 
445np 

T (tau), proteina relacionada con microtubu- 
los, 335 

Taxol, efectos en microtubulos, 345 
Taxonomica, clasificacion 

metodo de secuenciacion, 27VE-28VE 
procariotas, 13 

Tay-Sachs, enfermedad de, 310PH 
TBP, factores relacionados con (TAF), 445f, 
525f,526,527f 

TBP. Vease TATA, proteina de union a 
(TBP) 

TCA, ciclo, 108f, 109,185-187,185f, 186f 
ecuacion neta, 186 
sustratos, 185f 

potenciales redox, 191 
transferencia de electrones en, 185f, 191 
vias catabolicas y, 186f 
TCR. Vease T, linfocitos, receptores (TCR) 
T-DNA, transformation, 771 
tDNA. Vease Transferencia de DNA (tDNA) 
Tejidos, 239 

blandos, canceres, incidencia, 663f 
cultivo. Vease Celulares, cultivos 
formacion 

funcion de caderinas, 258 
funcion del reconocimiento entre celu¬ 
las, 255,255f 
organization, 240f 

Telofase (mitotica), 571f, 580f, 594-595, 

594f 

Telofase I (meiotica), 506,600f 
Telofase II (meiotica), 600f, 606 


Telomerasa 

cancer y, 505-506 
como funciona, 504f, 505 
Telomeros, 503-506,503f 
animales clonados, 513np 
encogimiento (acortar), 505 
envejecimiento y, 505 
funciones, 505 

leptoteno meiotico, 603,603f 
secuencias conservadas, 503-504 
Temperatura 

absoluta (K), 88,90 

fluidez de membrana y, 136-137,137f, 138 
no permisiva (restrictiva) y permisiva, 546 
saturation de acidos grasos y, 137,137np 
transition, de bicapalipidica, 136-137, 
137f 

Temperatura, mutantes sensibles a la (ts), 
279f, 546,574 

estudios de transporte de protemas, 
279,279f 

Tendones, colagenas en, 244 
Teratoma a partir de celulas madre embrio- 
narias, 19PH 

Terciaria, estructura, de protemas, 57-58, 
57f, 58f 

Terminacion 

lectura del codon de, 536 
sintesis de protemas, 475 
Terminacion (detention), codones, 465, 

475np 

mutaciones y, 475-476 
prematura, 475-476,491f 
Terminal 

boton, de un axon, 164,164f, 168,168f 
transmision sinaptica, 169,169f 
placa motora. Vease Neuromusculares, 
uniones 

Terminal (gametica), meiosis, 600f, 601 
Termodinamica 

cinetica y, 94,194-195 
leyes, 86-88 
reacciones 

metabolicas, 90-91 
quimicas, 89-90 
Termodinamicamente 

desfavorables, procesos, 89 
favorabies, sucesos, 87 
Termofilas, 13 
Testosterona, 49f 
Tetanos 

inmunizacion, 700-701 
toxina, 700-701 

Tetradas. Vease Bivalentes (tetradas) 
Tetranucleotido, teoria, 422VE 
Tetrosas, 42 

TFIID, factor de transcripcion, 445,445f, 
445np,446,526,527f 
TFIIH, factor de transcripcion 
actividades enzimaticas, 446 
reparacion de DNA, 563,563f 
TGN. Vease trans , red de Golgi (TGN) 
Tilacoidales, membranas, 217,217f 
cianobacterias y, 14f 
locaHzacion de enzimas, 122f 
reacciones fotodependientes, 227f 
Tilacoides,217 

dominio de transferencia, captacion de 
proteina del cloroplasto, 320- 
321,320f 

estromaticos (laminas del estroma), 217f 
de los granos, 217f 
Timidina, dimeros, 567 


1-42 (ndice alfabetico 


Timina (T), 76,395,396f. Vease tambien 
Nucleotidos 
estructura, 76f 

pareamiento de bases, 397f-398f 
uracilo y, como base en el DNA, 564 
Timo, 694f, 697,698f, 714, 715-716, 718PH 
antigenos independientes, 698f, 699 
selection de linfocitos B por, 698f, 699 
linfocitos T en, 715 

Timosinas y polimerizacion de actina, 376 
Tiorredoxina en control de enzimas de clo- 
roplastos, 231-232,232f 
Tirosincinasas, proteinas. Vease tambien 
Proteinas, cinasas 
activacion, 717 

leucemia mielogena cronica (CML), 

73,74f 

Tiroideo, carcinoma, protooncogenes y, 679c 
Tiroideos 

adenomas, 623PHc 

GPCR defectuosos, 624PH 
tumores, 623PHc 

GPCR defectuosos en, 624PH 
Tiroides, hormona estimulante del (TSH), 
631c 

receptor, y defectos en protemas G, 
624PH 

Tiroiditis, autoinmunidad y, 719PH 
Tirosina, cinasas de, inhibidores 

2-fenilaminopirimidina, 73, 74f 
pruebas de detection, 73, 74f 
Tirosinfosfatasa IB en senalizacion del 
receptor de insulina, 645 
Tirosinfosforilacion, sitios, en receptores de 
insulina, 642 
Titina, 371,371f 

Tolerancia inmunitaria (hacia “lo propio”), 
699-700 

Toll, gen, 698-699 

Toll, receptores tipo (TLR), 698, 699 
Tonoplasto de vacuola vegetal, 310 
Topoisomerasas, 400-402,401f 
duplication del DNA, 547 
de eucariotas, 559f 
Tos ferina, 624 
toxina, 624 
Toxinas 

aneuploidia y, 607PH 
bacterianas, 700 

inmunorreaccion a, 698f 
de Coley, 683 

enzimas que destoxifican, 284 
tetanica, 700-701 
tos ferina, 624 
Toxoide, 700 

TP53, gen, mutaciones, 675-677 
Traction, fuerzas de 

adhesiones focales, 252,253f 
locomotion celular, 381,38If 
Traduction, 431-432,43If, 470-478,477f. 

Vease tambien Protemas, sintesis 
eucariotas y procariotas, 477,477f 
inhibition 

por microRNA, 463 
por interferencia de RNA, 460f 
inicio, 470-472 
eucariotas, 471-472 
procariotas, 470-471 
resumen, 467 
terminacion, 475 
Traduccional 

activacion, de RNA mensajeros (mRNA), 
534,534f 


corrimiento del marco de lectura, 536 
nivel, control de la expresion genica a, 514, 
515f, 532-537 

salto, 536 

Trafico. Veanse Membrana, trafico; Proteinas, 
transporte; Vesicular, transporte 
trans , red de Golgi (TGN), 294f, 295,300f, 
303f, 713-714 

clasificacion de protemas, 302-304 
via endocitica y, 315f 
trans y cis, dobles enlaces, 47 
Transcripcion, 431,43 If, 434f, 477f. Vease 
tambien Genica, expresion 
acetilacion de histonas y, 498,498f, 499f 
basal, maquinaria, 526 
burbuja de, 434f 

coactivadores, 525f, 526-528,527f 
tipos, 526 

complejo de preinicio. Vease Preinicio, 
complejos 

control de la expresion genica a nivel de, 
514,515-531,515f,524f 
sitios de DNA implicados, 522-525 
coordination con el procesamiento de 
pre-mRNA, 457f 

elongacion de la cadena de RNA, 433, 

434f 

estudios, 433 
eucariotas, 436-437 
inicio, 445,445f, 446f, 464 
imagen de los genes durante, 439f 
modificaciones postraduccionales 
bases de tRNA, 467 
pre-rRNA, 440,443f 
funciones, 440 
motif del factor de, 519-522 
polimerasa de RNA, 433,434f 
procariotas, 435-436 

complejo de elongacion, 436 
eucariotas y, 437 
inicio, 435f, 436,436f 

secuencias reguladoras, 436f 
terminacion, 436 

regulacion por microRNA, 463. Vease tam¬ 
bien Transcripcion, control de la 
expresion genica a nivel de 

represion 

desacetilacion de histonas, 498,499f, 
528,528f 

eucariotas, 528-531,528f, 528np 
huella genica, 530-531 
metilacion de DNA y, 529,530 
metilacion de histonas, 498f 
procariotas, 510-512,51 If 
silenciamiento postraduccional 
(PTGS),459 
resumen, 432-437 

sitio de inicio. Vease Inicio, sitio de (punto 
de inicio) 
unidad de, 437 

no ribosomica, 45If 
rRNA, 440,440f 

via de reparation de DNA acoplada a, 
563,563f 

vigilancia con micromatrices de DNA, 
516f-517f,517 

Transcripcion, factores. Veanse tambien 

DNA, protemas de union a; 
Generales, factores de trans¬ 
cripcion; Genes, protemas 
reguladoras; Especificos, 
factores de transcripcion (de 
secuencia) 


activacion de vias de senalizacion 
corriente abajo, 637-638 
clases funcionales, 518 
dimericos, 519 
dominios, 519 
de activacion, 519 

enfermedad de Huntington y, 406PH 
estructura, 518-522 
eucariotas, 437 

evolution en el ser humano y, 417-418 
interaccion con coactivadores, 526,527f 
interaccion con DNA, 518-519,519f 
como hacen contacto, 526 
estudios, 523-524,523f 
interaccion mutua, 518,518f, 526 
oncogenes que codifican, 680 
polimerasa de RNA II, 445,445f 
polimerasas de RNA, 445np 
proteina de union a secuencia TATA 
(TBP), 445np 

regulacion de expresion genica, 518 
represores (silenciadores), 528,528f 
union a DNA, 519-522,520f, 52If, 
522-523 

y dominios de activacion, 748-749, 
749f 

union de polimerasa de RNA a promo¬ 
tor, 433 

Transcripcional, complejo de elongacion, 436 
Trans cripcio nales 

activadores, 518,525-528,525f 
sucesos que inducen, 526,527f 
represores, 518 

correpresores, 51 If 

Transcrito. Vease Primarias, transcripciones 
Transdiferenciacion de celulas madre, 19PH 
Transduction, 769 

de energia, 86-87, 86f, 122 

funcion de la membrana, 122,122f 
perception sensorial, 632 
senales, a traves de membranas, 122,122f 
Transfection, 333, 769-770 
Transferencia (manchado) de mRNA, 757 
Transferencia (manchado) de proteina, 770 
Transferencia de DNA (tDNA), 443 
Transferencia de RNA (tRNA), 443-444, 
467-470. Vease tambien RNA 

bases 

invariantes, 467f, 468 
modificadas, 467,467f, 468 
como funcionan, 467 
complementariedad, 467,467f, 468 
elongacion de polipeptidos nacientes, 472, 
473-475,474f 

estructura, 467-470,467f, 468f 
fijacion a aminoacidos, 469-470 
sitio de ligadura, 467f 
fijacion a ribosomas, 472,473f 
genes, repeticiones de DNA, y espacia- 
dores no transcritos, 440,443, 
443f 

inicio de la sintesis de proteinas, 471,47If 
interaccion con mRNA, 468-469,469f 
plegamiento, 468 
que hacen, 468 
Transformation 

de bacterias, 423VE-424VE, 423VEf 
principio de, 423VE-424VE 
Transformantes, genes. Vease Oncogenes 
Transgenes, 459f, 770 
Transgenicas, plantas 
formation, 771f 

transferencia de DNA a, 771-772 
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Transgenicos 

animales, transferencia de DNA a, 
770-772 
ratones, 770f 
Transicion 

anafase-G-p 590,590f 
estado, 96 

estructura, en plegamiento de protefnas, 
64f 

temperatura, de bicapa lipfdica, 136-137, 
137f 

Transicion (compromiso), puntos de, ciclo 
celular, 574,574np, 575f, 577f 
START, 574,575f 

Transito, peptido en, captacion de proteina 
en el cloroplasto, 320 
Translesional, sfntesis, 567 
Translocones 

membranas de cloroplastos (complejos 
Tic y Toe), 320,320f 
reticulo endoplasmico rugoso, 286-287, 
286f 

estructura, 286,287 
orientacion de protefnas de membrana, 
288,288f 
Transmembrana 

complejos, en membrana tilacoidal, 

227f 

protefnas; Veanse tambien Integrales, pro¬ 
tefnas de membrana (protefnas 
integrales); Membrana, protef¬ 
nas 

integration en membranas, 287-288, 
288f 

orientacion en membranas, 288,288f, 
289f 

pasos multiples, 288 

receptores de carga, en vesfculas de trans¬ 
pose, 3 OOf, 30 If 
serialization, 616-665 

y moleculas de adhesion celular, 
262-263 

Transmembrana, protefnas, de pasos multi¬ 
ples, 145f, 288 
Transmembranosos, canales 
acuaporinas, 150,151f 
reticulo endoplasmico rugoso (translo- 
con), 286-287,286f, 288,288f 
transposicion de protones, 200,201f 
Transmision 

microscopia electronica de (TEM), 
734-736 

preparation del especimen, 736-740 
microscopio electronico de, 3 
Transponibles, elementos geneticos, 
412-414,412f 
enfermedad y, 413 
evolucion adaptativa, 414 
insertion en el gen, 413 
isoformas protefnicas y, 414np 
significativos y “basura”, 464 
Transportador del complejo de poro nuclear, 
489f 

Transpose. Veanse tambien Activo, trans¬ 
pose; Membrana, trafico; 
Vesicular, transpose 
activo secundario, 162f, 163 
en plantas, 163 
anterogrado, 336 
axonico, 336-338,337f 

funcion de los microtubulos, 336, 337f 
citoesqueleto y, 329f, 330, 330f 
intraflagelar (IFT), 353-354, 354f 


a lo largo de 

microtubulos, 330f 

funcion de protefnas motoras, 338- 
342 

sentido del transpose, 336, 341f 
via biosintetica/secretora, 276f, 300f 
protefnas motoras y, 341f 
via endocftica, 276f 
organelos 

a lo largo de microtubulos, 330f, 337f 
mediado por 

cinesina, 340, 340f, 341-342,341f 
dinefna, 340-342,341f 
miosina V y, 365f 
pasivo, 147f 

portadores. Veanse tambien Cubiertas, 

vesfculas; Transporte, vesfculas; 
Vesicular, transporte 
entre reticulo endoplasmico y aparato 
de Golgi, 297 

VTC (portadores vesiculotubulares; 
portadores membranosos), 293, 
293f, 304 

protefnas. Vease Protefnas, transporte 
en membrana plasmatica, 122f 
receptores, en transporte nuclear, 489-490, 
490f,491,491f 

relacionado con microfilamentos, 360 
retrogrado, 336,337f 
a traves de 

envoltura nuclear, 488-491,488f 
membranas, 121-122,122f, 147-163 
Transporte, vesfculas, 275,276f, 293. Veanse 
tambien Cubiertas, vesfculas; 
Secretores, granulos (vacuo- 
las); transporte, portadores; 
Vesicular, transporte 
acoplamiento en el bianco, 304-305, 
305f 

aparato de Golgi, 297,297f, 298 
capas de proteina, 298,300 
sentido del movimiento, 297-298, 
297f 

dinamica de protefnas secretoras, 278f 
direccionamiento, 304-306 
fijacion al bianco, 304,305f 
formation, 299-300,300f, 301f 
funcion de los microtubulos, 336 
fusion con el bianco, 276f, 282f, 3OOf, 
305-306,306f 
especificidad, 304, 306 
movimiento hacia el bianco, 304 
receptores de carga transmembrana, 
300f, 30 If 

transporte axonico, 33 7f 
Transposasa, 412,412f 
Transposicion de elementos geneticos, 412- 
414,412f 

mecanismos en eucariotas, 413,413f 
Transposicion (importation de protefnas), 
complejos 

captacion de protefnas 

en cloroplasto (complejos Tic y Toe), 
320,320f 

mitocondriales (complejos TIM y 
TOM), 318-319,319f 
Transposiciones 

cromosomas, 501PH-502PH, 502PHf 
y evolucion humana, 502PH, 503PHf 
polipeptidos nacientes, durante la elonga¬ 
tion, 473-474,474f, 475 
Transposones, 412-413,412f 
estructura, 412,413f 


supresion por interferencia de RNA, 
459-460 

Transversos (T), tubulos, de fibras muscula- 
res, 373, 373f 

Trasplantes 

celulas madre, para enfermedad autoin- 
munitaria, 720PH 
rechazo inmunitario, 710, 715 
terapia de remplazo celular, 18PH-20PH 
Triacilgliceroles (trigliceridos, grasas neu- 
tras), 47,48f 

TRiC, chaperonina, 68,69f 
Tricarboxflico, acido, ciclo. Vease TCA, 
ciclo 

Trigliceridos (triacilgliceroles, grasas neu- 
tras), 47,48f 

Trinucleotidos. Vease Tripletes (trinucleoti- 
dos) del codigo genetico 
repeticiones, 405PH-407PH, 406PHf 
Triosa, fosfato de. Vease Gliceraldehfdo 
3-fosfato 

Trios as, 42 
Triples enlaces, 33 

Tripletes (trinucleotidos) del codigo geneti¬ 
co, 405PH, 464 

hipotesis del bamboleo, 469,469f 
variabilidad, 466,468-469 
Trisomfa 21, 606PHf, 607PH 
Trisomfas, 606PH-607PH 
parciales, 503PH 
Trisqueliones, 313, 313f 
tRNA. Vease Transferencia de RNA (tRNA) 
Trofoectodermo, 773 
Trombo. Vease Sangufnea, coagulation 
Trombospondina que inhibe la angiogenesis 
en el cancer, 685-686 
Tropomiosina, 370,370f 

contraccion muscular, 374, 374f 
Troponina, 370,370f 

contraccion muscular, 374, 374f 
trp, operon, 51 If, 513 
“Tubo de ensayo”, evolucion, 458 
Tubulina, flujo de, 589f 
Tubulina a|3, heterodfmeros de, 334,334f, 
344,344f 

ensamblaje y desensamblaje, 346-347 
Tubulina-GDP, dfmeros, dinamica de micro¬ 
tubulos, 347-348,347f 
Tubulina-GTP, dfmeros, dinamica de micro¬ 
tubulos, 347-348,347f 

Tubulinas 

y, 344-345,344f 

y-TuRC (complejos anulares de tubulina 
y), 344f, 345 

ensamblaje de los microtubulos, 346-347, 
347f 

marcado fluorescente, en estudios del 
citoesqueleto, 331, 331f 
microtubulos mitoticos, 587f, 589f, 591 
nucleacion de microtubulos, 344-345, 
344f, 346f 

Tumoral, factores de necrosis (TNF), 702, 
720PH 

activacion de linfocitos T, 702 
apoptosis, 754-755 
fuentes y funciones, 702c 
interaccion con receptores deTNF, 657 
Tumorales 

celulas. Vease tambien Cancerosas, celulas 
linfocitos T reguladores y, 703 
mecanismos de defensa contra, 678-679 
protefnas promotoras de cancer y, 684- 
685 
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Tumorales, celulas (cont.) 

resistentes a agentres quimioterapeuti- 
cos, 686 

secuencia de cambios geneticos, 668f 
genes supresores, 672-679 
dano del DNA y, 678f 
efectos de mutaciones en, 671f 
funciones, 670-672c 
perdida de funcion, 672-673 
regulation del ciclo celular, 674-675 
smdromes asociados, 672c 
virus, 24,665,670,679,687VE-690VE 
DNA y RNA, 665-666 
identification de genes portados por, 
688VE 

transmision vertical, 686VE-687VE 
Tumores. Veanse tambien Cancer; Malignidad 
aneuploidia y, 664 
angiogenesis y crecimiento de, 685f 
benignos, 667-668 
cambios geneticos, 667-668 
genes responsables de la formacion, 672 
invasion del tejido normal por, 667f 
malignos, 662 

desarrollo, 666-667 
metilacion de DNA, 529 
protooncogenes y, 679c 
secundarios, 260PH, 670 
solidos, tipos comunes, 667 
Tumorigenesis, 666-667 
etapas, 668 

vias de serialization, 68If 
Tunelizacion, nanotubos de, 268,268f 
Turgencia, presion de, 149-150,150f 
cometido de las vacuolas, 310 

U 

Ubiquinona (UQ_> coenzima Q), 191-192, 
192f, 194 

como transfiere electrones, 195f 
Ubiquitina, 538. Vease tambien Proteasomas 
degradation de proteina y, 537f, 538 
endocitosis y, 314 
Ubisemiquinona, 192,192f 
Ultracentrifugacion. Veanse tambien 

Centrifugation; Sedimentacion 
separation de acidos nucleicos por, 
754-756 

Ultravioleta, radiacion, 665-666, 676. Vease 
tambien Radiacion 

dano del DNA por, 562,562f, 566PH- 
567PH,567 
y ciclo celular, 578 

transformation de celulas cancerosas, 
665 

Umbral del potencial de action, 165,166f 
“Un gen-muchos polipeptidos”, concepto, 
431,458,532 

Un gen-un rasgo, concepto, 430 
“Un gen-una enzima”, hipotesis, 431 
Un solo nucleotido, polimorfismos (SNP), 
418 

haplotipos y, 421PH, 421PHf 
vinculados con enfermedad, 420PH- 
421 PH 

Unidades motoras, 373 
Union, complejos de, 260,26If 
Uniones entre celulas, 260-262,26If. Vease 
tambien Zonas de oclusion 

tipos, 260 

Uniones estrechas (zonas de oclusion), 26If, 
264-266,264f 
composition molecular, 265f 


UCf Vease Ubiquinona (UQ_> coenzima Q] 
Uracilo, 76 

como base del DNA, 563,564f 
por que la timina es mejor, 564 
estructura, 76f 

Uridina, conversion a seudouridina, 440, 442, 
443f 

Usher IB, smdrome de, 368 
UTR. Vease Mensajeros RNA (mRNA), 
regiones no traducidas (no 
codificadoras) 

V 

V, bombas ionicas tipo, 159 
V, gen, 707 

codification de cadenas ligeras de anti- 
cuerpo, 707f 

V(D)J, recombinasa, 707-708 
“ Vacas locas, enfermedad de las”, 65PH 
Vacia, amplification, 729, 729f 
Vacunacion, 700-701 
Vacunas para enfermedad de Alzheimer, 
67PH-68PH 

Vacuolares, proteinas, sintesis en ribosomas, 
286-287 

Vacuolas, 276f. Vease tambien Secretores, 
granulos (vacuolas) 
celulas vegetales, 8f, 310,3Ilf 
van der Waals, fiierzas de, 37,37f 
Variables, numeros de repeticiones en tan¬ 
dem (VNTR), uso en la identi¬ 
ficacion de personas, 405f 
Vasopresina, 631c 

Vasos sangufneos, inhibition de la forma¬ 
cion, tratamiento del cancer, 
685-686 

VEGF, secretion por celulas cancerosas, 
685-686 

Vejiga, cancer, 663, 689VE-690VE 
Velocidad, sedimentacion por, 755 
Verde, proteina fluorescente (GFP) 
estudios 

del citoesqueleto, 330f, 331 
dinamicos, 732-733, 732f 
transporte de proteinas, 277-279, 
279f 
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